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11 Resumen 

Bordetella bronchiseptica es un coco bacilo gram negativo, aeróbico, móvil; 

reconocido como el agente causal de la traqueobronquitis infecciosa canina (tos de las 

perreras), asf mismo es asociado a neumonfas en diversas especies animales, entre 

ellas el gato, pudiendo llegar a producir la muerte en cachorros. 

Actualmente en México no existen reportes de su aislamiento. ni estudios de 

patogenicidad de este microorganismo en gatos por lo que estos puntos sirvieron de 

objetivos para la realización de éste trabajo en el D.F. y municipios conurbados de 

Tlalnepantla y Cuautitlán lzcalli. Se muestrearon un total de 86 gatos tanto por exudado 

nasal como faríngeo, incluyendo animales sanos y animales con signos clínicos de 

enfermedad respiratoria; de estos se aislaron 19 cepas. 

No todas las cepas aisladas produjeron hemólisis a los eritrocitos utilizados de 

diferentes especies. Por otra parte el patrón electroforético mostrado por las cepas fue 

muy similar entre ellas, sin embargo sólo en nueve se detectó la pertactina, en cuatro 

de las cepas se observó la expresión de la dermonecrotoxina y los titulas 

hemoaglutinantes fueron encontrados desde negativo hasta 1 :32. 

Los resultados obtenidos indican la prevalencia de Bordetella bronchiseptica en 

la población. 

PALABRAS CLAVES: Bordetella bronchiseptica, gatos. pertactina. 
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111 Abstract 

Bordetella bronchiseptica is a gram-negative, aerobic, motil rod-shaped bacterium 

responsible as primary cause of infectious tracheobronchitis (kennel-cough). This 

bacterium is also known as a respiratory disease agent in different animal species, cats 

in this, it might can cause death mainly in kittens. 

There are no reports of its isolation in Mexico, neither patogenicity studies of this 

microorganism in cats, this was the main reason to perform this study in Mexico City 

and metropolitan area including Tlalnepantla and Cuautitlan lzcalli, 86 cats were 

sampled, with and without clinical respiratory signs by nasal and faringeal exudates; 19 

strains were isolated. 

Not all the strains produced hemolysis in the different erythrocytes. On the other 

hand the electrophoresis pattern showed by the strains were very similar, although only 

in nine the pertactin was detected, dermonecrotoxin expression was observed in four 

strains and the hemoaglutinant titles were through negative to 1 :32. 

The results show the prevalence of Bordetella bronchiseptica in the area. 

KEY WORDS: Bordetella bronchiseptica, cats, pertactin. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

2 



1. Introducción 

1 .1 Bordetella bronchiseptica 

El primer germen que puede considerarse similar a la Bordetella bronchiseptica 

fue aislado por Galli- Valerio en 1806 y descrito nuevamente en 1908, este autor 

denominó al germen como Bacil/us caniculae. B. bronchiseptica ha sido reconocida 

como un patógeno del tracto respiratorio en mamíferos, originalmente fue aislada de 

perros e identificada como Bacillus bronchians por Ferry en 1910. En 1912-1913 

microorganismos con características idénticas a los descritos por Ferry fueron aislados 

de cuyes, simios y humanos, por lo que a este se le renombró como Bacteriurn 

bronchisepticus (Ferry, 1912; Smith 1913); posteriormente, cambia de nomenclatura 

nuevamente en 1925 por Bergey como Alcaligenes bronchisepticus, en 1929 por Topley 

y Wilson como Bruce/la bronchiseptica, en 1935 por Haupt como Alcaligenes 

bronchicanis y en 1946 por Wilson y Miles como Haemophilus bronchisepticus. Fue 

clasificada en estos géneros debido a las características de crecimiento, morfológicas y 

bioquímicas tan similares entre ellos. Moreno-López finalmente describe el género 

Bordetella (en honor a Jules Bordet; quien aisló el microorganismo causante de la 

tosferina) y la especie Bordetella bronchiseptica (Pittman, 1974) reportado por 

Bárcenas, 1998. 

B. bronchiseptica es un patógeno común del tracto respiratorio en un gran 

número de especies animales. Es el agente etiológico de la rinitis atrófica del cerdo y 

bronconeumonía, traqueobronquitis canina y bronconeumonía en animales de 
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laboratorio y otros animales de compañia. En casos esporádicos se ha reportado en 

humanos: generalmente éstas últimas infecciones se presentan en pacientes 

inmunocomprometidos, entre ellos quienes presentan fibrosis qufstica, sfndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad de Hodgkins o leucemia (Randy, 

2000). El papel de B. bronchiseptica en infecciones del tracto respiratorio en gatos 

domésticos, ha sido estudiado, sin llegar a reconocer su importancia (Hoskins et.al .• 

1998). 

Las infecciones del tracto respiratorio tanto en perros como en gatos 

generalmente son secundarias a infecciones virales, trauma o intervenciones 

quirúrgicas. La flora bacteriana normal de las fosas nasales y de la faringe es diversa, 

existen muchas especies de bacterias capaces de causar rinitis, sinusitis o faringitis 

como invasoras secundarias (Speakman et.al., 1997). 

B. bronchiseptica coloniza la mucosa nasal como patógeno primario; sin 

embargo, es asociada con mayor frecuencia a traqueobronquitis infecciosa y puede 

causar neumonía y septicemia. Su habitat natural es el tracto respiratorio superior de 

perros, cerdos, gatos, conejos, cuyes, ratas, caballos y otros animales (Welsh,1996 

Goodnow. 1980). 

Las enfermedades que afectan tanto al tracto respiratorio anterior como al 

posterior son, en conjunto, los desórdenes más diagnosticados en pequeñas especies. 

La variedad de signos clínicos en enfermedades del aparato respiratorio, el amplio 

espectro de agentes etiológicos capaces de producir trastornos respiratorios y el tiempo 
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que tardan las pruebas diagnósticas definitivas, a través de un lavado bronquial o 

bronquioalveolar. puede llegar a explicar el porqué los tratamientos de problemas 

respiratorios comúnmente son aplicados sin un diagnóstico confirmatorio ( Hoskins et. 

al., 1998; Elliot. 1991 ; Belford, 1999 ). 

El tracto respiratorio anterior se divide del tracto respiratorio posterior por limites 

anatómicos muy relativos y realmente no muy bien definidos. Sin embargo, los clfnicos 

en afán por diagnosticar una enfermedad respiratoria especifica comienzan por 

clasificar los signos clínicos como propios del aparato respiratorio anterior o posterior. El 

tracto respiratorio anterior incluye las fosas nasales, senos paranasales, faringe y 

laringe y el tracto respiratorio posterior incluye a la traquea, bronquios y pulmones 

(Bedford, 1989 ). 

Existen dos extremos de patogenicidad: 

1. Toxicidad sin capacidad de invasión. 

2. Capacidad de invasión sin toxicidad. 

Sin embargo. la mayoría de las bacterias ocupan posiciones intermedias entre 

estos dos extremos. con alguna capacidad invasiva ayudada en cierta medida por 

toxinas de acción local y factores de diseminación ( Roitt et.al .• 1993 ). 

B. bronchiseptica. es una bacteria pleomórfica que se observa generalmente 

como un cocobacilo gram negativo, pequeño de 0.2 - 0.5 x 0.5 - 1.0 µ, aerobio. positivo 
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a catalasa y oxidasa: no fennenta carbohidratos, es móvil, no produce esporas sus 

toxinas juegan un papel importante en su patogenicidad. La bicapa lipídica externa de 

los microorganismos gram negativos tiene especial importancia, ya que a menudo es 

susceptible a acciones capaces de lisar las membranas, como las que ejercen el 

complemento y ciertas células citotóxicas. La superficie externa de la bacteria contiene 

fimbrias, que pueden impedir la función de los fagocitos, aunque también actúan como 

blanco para la respuesta de anticuerpos ( Goodnow, 1980; Labaw y Mosley, 1955; 

Richter y Krees, 1967; Roitt et.al.,1993 ). Estos organismos se unen a los cilios del 

epitelio respiratorio en toda su extensión produciendo una cilioestasis unos minutos 

posteriores a su unión, lo que coadyuva a su patogenicidad. Los cambios patológicos 

son caracterizados por pérdida de cilios, necrosis de las células epiteliales, y la 

infiltración de la mucosa del epitelio respiratorio con leucocitos polimoñonucleares. En 

infecciones más severas se presenta un exudado, que es observado en el tracto 

respiratorio alto como una rinitis con descarga nasal purulenta y en el tracto respiratorio 

bajo como una traqueobronquitis con obstrucción de los bronquios y bronquiolos por el 

exudado celular. B. bronchiseptica ha sido aislada de pulmones de gatos con neumonía 

y se ha encontrado asociada con virus herpes felino, calicivirus y Mycoplasma sp. 

(Bemis 1998; Spekman et al. 1997; Weish et al. 1996 ). 

La presencia de B. bronchiseptica como patógeno primario, secundario o 

copatógeno no se ha establecido completamente, pero se sabe que se encuentra 

asociado con enfermedad respiratoria en diferentes especies (Willoughby et. al. 1991 ). 

Se reconoce que es un comensal de vías respiratorias superiores de canideos, félidos, 

porcinos, conejos. equinos. cobayos. ratas y quizá de otros animales. La inhalación es 
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la vía principal de entrada de este microorganismo; y se propaga por contacto directo, 

indirecto y por fomites ( Speakman 1997; Willoughby et. al. 1991; Coutts et. al. 1996 ). 

El periodo de incubación de B. bronchiseptica varia de cuatro a diez dfas, el rango de 

morbilidad va del 25 al 75 °/o y puede ser aislada de las fosas nasales al inicio del curso 

de la enfermedad. Persiste en el tracto respiratorio posterior aunque no se encuentre 

más en los cornetes nasales y por lo general un lavado traqueal ofrece una oportunidad 

de obtener cultivos puros. 

Entre las cepas de B. bronchiseptica es considerable la variación de su 

capacidad para colonizar y causar patologías en los animales. La mayor parte de estas 

cepas poseen fimbrias y flagelos, lo que facilita su adherencia. Al parecer ésta bacteria 

tiene una fuerte afinidad por la mucina respiratoria, es probable que esta ayude al 

microorganismo a fijarse y colonizar las fosas nasales. Las cepas virulentas de B. 

bronchiseptica producen una enzima extracelular, adenilatociclasa, que tiene la 

propiedad de alterar las funciones celulares del huésped; incluyendo la fagocitosis y la 

lisis bacteriana intracelular. Además ésta enzima tiene la capacidad para inmovilizar los 

cilios respiratorios (cilioestasis), por lo que disminuye la fagocitosis local actuando a 

nivel de citoesqueleto y favoreciendo con esto la infección bacteriana. Las cepas que no 

producen fimbrias, adenilatociclasa, o ambas, no se adhieren totalmente a las vías 

respiratorias de los animales. B. bronchiseptica sintetiza una toxina intracelular 

termolábil con un peso molecular aproximado de 190 Kd; esta toxina es homogénea y la 

inactivan la tripsina, formalina y el glutaraldéhido; es mortal para ratones cuando se les 

inyecta en el peritoneo y produce necrosis cuando se inyecta por vía intradérmica en 

cobayos. Por esta razón, se ha designado como toxina dermonecrótica y es causa 
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primaria de atrofia nasal de los cornetes (rinitis atrófica) de lechones, conejos, ratas y 

ratones. Puede intervenir en neumonla y otros procesos infecciosos respiratorios 

porcinos y de otros animales (Goodnow, 1980; Willoughby et. al. 1991 ). 

Otros factores de virulencia que pueden actuar en la patogénesis de la infección 

son: producción de fosfatasas ácida y alcalina, hemolisina, adhesina y citotoxina. La 

función exacta de estas enzimas y de sus productos tóxicos no está bien dilucidado, 

pero producen destrucción de membranas, aumento de permeabilidad, aumento de 

vascularización, dolor, y aumento de secreción (Heiss et.al. 1994; Gueirardd P., Guiso 

N. 1993). 

La infección por B. bronchiseptica generalmente causa patologías de naturaleza 

subaguda o crónica y se relaciona con enfermedades como: 

Cerdos: rinitis atrófica y bronconeumonla grave en lechones. 

Perros: traqueobronquitis infecciosa (tos de las perreras), bronconeumonía 

después de distemper (moquillo canino). 

Conejos, cobayos. ratas: bronconeumonía, infecciones de vías respiratorias 

altas y septicemia. 

Gatos y caballos: infecciones respiratorias. 

Hombre: generalmente en individuos inmunocomprometidos rara vez se 

considera infecciosa; no obstante se ha encontrado que produce bronquitis, 

neumonía, peritonitis, meningitis, infecciones de heridas y septicemia 

terminal. 
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1.2 Factores de Virulencia de Bordtel/a bronchiseptica 

En relación a sus factores de virulencia, se ha observado que cuando la bacteria 

es crecida en agar se observan colonias lisas o rugosas; denominándose a las primeras 

en Fase l. como virulentas y a las segundas en Fase IV, como avirulentas (Leslie y 

Gardner, 1931 ). En desacuerdo con esta clasificación. se realizaron otras 

investigaciones que revelaron diversos tipos de fases intermedias (Fase 11 y 111). Se 

encontró que la Fase 1 es extremadamente inestable y se transforma rápidamente a la 

Fase 11, 111 y IV después de varios pases en medio artificial (Nakase, 1957). Evidencias 

de la inestabilidad de las fases fueron reportadas por Lacey(1953), quien observó más 

colonias en Fase 1 en Bordet-Gengou y agar sangre que en agar nutritivo. Esto sugiere 

que la composición de los medios de _cultivo puede afectar el tipo de la fase de la 

colonia. Se encontraron diferencias dentro de la Fase 111 (111-1 y 111-2) asociadas a 

antígenos capsulares específicos. antígenos somáticos o ambos. 

Existen contradicciones en la literatura relacionados con la fase en cuanto a la 

virulencia, estructuras de motilidad y la habilidad para adherirse a los cilios del tracto 

respiratorio; Nakase, 1957, reportó flagelos peritricos en células lisas. Fase 1 y ausencia 

de flagelos en células rugosas, Fase IV. Bemis et.al. 1977 observaron lo contrario. 

bacterias no flageladas en Fase 1 y flageladas en Fase IV. Eso nos muestra que el 

carácter liso-virulento y rugoso-avirulento no siempre corresponde a los hallazgos de 

laboratorio para designar si la cepa de B. bronchiseptica es o no virulenta. Se ha 
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demostrado que colonias lisas y rugosas presentan virulencia similar en infecciones 

respiratorias en cerdos y perros (Goodnow, 1980). 

Estudios clínicos (Elliot, 1991; Willoughby et.al., 1991; McArdle et.al., 1994; 

Speakman et.al., 1997) y experimentales (Jacobs et.al.,1993; Coutts et.al., 1996) han 

reportado a B. bronchiseptica como un patógeno primario en gatos, así mismo se han 

realizado estudios similares en Estados Unidos; sin embargo, éstos han sido limitados 

(Welsh, 1996) 

B. bronchiseptica tiene predilección por tejidos ciliados del tracto respiratorio y es 

capaz de unirse a ellos. Semis y Kennedy (1981) observaron que sólo las cepas 

virulentas pueden unirse a cilios no así las cepas rugosas avirulentas; sin embargo, la 

capacidad de adherencia ha sido demostrada tanto por la presencia de fimbrias como 

de hemoaglutinina. Los factores de adherencia están presentes en las cepas virulentas 

en forma más activa, mientras que en las cepas avirulentas lo hacen en forma más débil 

(Yokomizo y Shimizu, 1979). La afinidad de esta bacteria por el epitelio nasal se ha 

observado en el cerdo así como en otras especies animales, entre ellos el conejo y el 

perro (Semis y Appel, 1977; Matsumaya y Takino, 1980). Esta propiedad de adherencia 

se ha correlacionado con la capacidad de aglutinar eritrocitos (Semjen y Magyar, 1985). 

En 1939 Evans y Maitland dieron la primera descripción detallada de una toxina 

intracelular de B. bronchiseptica. Esta toxina (dermonecrotoxina) termolábil preparada 

de un extracto de B. bronchiseptica y B. pertussis fue tóxica para cuyes y ratones 

inoculados por vía intravenosa, también produce necrosis dérmica al aplicarse por vía 
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subcutánea en conejos. La toxina fue sensible a la formalina y no presentó propiedades 

antigénicas (Oddy y Evans. 1940). En contraste. Evans (1940) encontró que la toxina 

formalizada fue antigénica y que la antitoxina contra la toxina de B. bronchiseptica 

neutralizaba a las toxinas de las tres especies de Borc:letella. Nakase. 1957. citado por 

Bárcenas 1998, observó que sólo cepas virulentas de B. bronchiseptica producían la 

toxina, mientras que las cepas avirulentas eran poco tóxicas. La capacidad de producir 

la dermonecrotoxina está altamente correlacionada con el grado de virulencia de las 

cepas. Esta toxina se caracteriza por producir eritema. edema. induración y necrosis 

cuando es inyectada en forma intradérmica en el cuye (Collings y Rutter. 1985; Hanada 

et.al., 1979; Roop 11 et.a/., 1987). Por otra parte, Kume et.al. (1986) mencionan que el 

peso molecular de la toxina es de 190 Kd compuesta por dos subunidades de 75 y 118 

Kd cada una, su punto isoeléctrico es de 6.5 a 6.6. la dosis mínima necrosante para 

cuyes es de 2 ng de proteína por 0.1 mi. la DL 50°/o para ratón de 0.3 µg y la dosis 

mínima citotóxica para células embrionarias de pulmón de bovino de 2 ng/ml. 

La adenil ciclasa es otro factor de virulencia. esta cataliza la formación de 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). Esta enzima se describió originalmente en 

cultivos de B. pertussis en donde se le designó un peso molecular de 70.000 daltons y 

la propiedad de ser termolábil (Hewlet y Wolf, 1976). Posteriormente la enzima se 

encontró en cultivos de cepas virulentas de los tres miembros del género B. pertussis, 

B. parapertussis y B. bronchiseptica; pero no en cultivos de cepas avirulentas (Endoh 

et.al., 1980; May et.al., 1982); en el caso de B. pertussis existen estudios que asocian a 

la enzima con su virulencia (Confer y Eaton, 1982; Weiss et.al. 1984). 
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Montaraz et.al. (1985) prepararon un anticuerpo monoclonal contra B. 

bronchiseptica que confiere inmunidad artificial pasiva a ratones desafiados 

subsecuentemente con un aerosol del microorganismo. Este anticuerpo reacciona con 

un antígeno proteico (pertactina) de 68,000 daltons de peso molecular presente en la 

membrana externa del microorganismo y su actividad aun no ha sido del todo dilucidada 

(Novotny et al., 1985b ), aunque en el caso de B. pertussis se reconoce su importancia 

en la inmunización contra tosferina, Fine y Clarkson 1987; Canthaboo.C. et.al. 2001. 

1.3 Factores antigénicos 

Los diferentes géneros de Bordetella poseen características antigénicas 

similares, aunque B. pertussis no es móvil y B. parapertussis carece de antrgeno MH" 

(flagelar). las tres especies poseen antfgeno "O" similar (termoestable) y toxinas 

termolábiles (Eldering y Kendrick. 1938); presentando mayor diferencia en el antígeno 

"K" (termolábil) (Andersen, 1953; Pittman. 1974). 

Las propiedades antigénicas de Bordetel/a son afectadas por el tipo de nutrientes 

utilizados para su crecimiento y por el número de pases realizados en el laboratorio en 

medios artificiales. Tanto B. pertussis como B. bronchiseptica muestran antígenos de 

respuesta serológica modificados cuando se cultivan en medios con MgS04 en lugar de 

NaCI (Lacey, 1953a; Lacey, 1953b). Flosdorf et al. (1941) verificaron las diferencias 

antigénicas en relación con la habilidad aglutinante de aislamientos frescos y de cepas 

TESIS COr·J 
FALLA DE ORIGEN 

12 



de laboratorio de B. bronchiseptica, observando que las cepas de laboratorio pierden la 

capacidad de ser aglutinadas por suero preparado contra aislamientos frescos. 

1 .4 Aislamiento 

El aislamiento primario se realiza usualmente en placas de medio selectivo, Mac 

Conkey (Füzi, 1973; Farrington y Switzer, 1977). Las placas son incubadas a 35-37 ºC 

por 48 a 72 horas, y las colonias resultantes presentan un color cremoso brillante y 

borde liso. A las colonias presuntivas se les realiza una tinción de Gram, prueba de gota 

y pruebas bioquímicas para el género y especie específico. B. bronchiseptica puede 

crecer en agar o medio liquido conteniendo un mlnimo de proteína. Para un crecimiento 

máximo en medio líquido requiere de aireación, temperatura de 35 a 37 ºC y controlar el 

pH con un amortiguador de sales. Cuando crece en agar sangre las colonias son 

generalmente hemolíticas y brillantes. 

1 .5 Trastornos respiratorios en gatos 

Las enfermedades del tracto respiratorio en gatos son frecuentes en la práctica 

clínica. Dentro de los agentes reconocidos como agentes primarios y responsables de 

la mayoría de las patologías respiratorias se encuentra principalmente a calicivirus 

felino, virus herpes felino y, ocasionalmente, Ch/amydia psittaci ( Gaskell et.al. 1997). 

El tracto respiratorio anterior es colonizado por un conjunto de bacterias de 

diferentes especies; las bacterias tanto aerobias como anaerobias que habitan 
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normalmente el tracto, confieren un cierto grado de protección en contra del desarrollo 

de infección, mediante un complejo mecanismo de competencia llamado interferencia 

bacteriana. Paradójicamente, los mismos organismos que sirven como protección 

pueden llegar a ocasionar infecciones o daños primarios (neoplasias o infecciones 

virales) rompiendo esta delicada relación entre el huésped y la flora respiratoria. Es de 

esperarse que la población de bacterias comensales en el tracto respiratorio sea el 

principal reservorio de donde surgen serios problemas por bacterias oportunistas. 

Dentro de estas bacterias que se llegan a aislar del tracto respiratorio cuando existe 

enfermedad se encuentra B. bronchiseptica entre otras como lo son Pasteurella 

rnultocida, Steptococos, Escherichia co/i, Moraxel/a, Proteus y Mycop/asma. 

Las infecciones del tracto respiratorio, particularmente aquellas que involucran 

las vías aéreas, se desarrollan generalmente como consecuencia de un padecimiento 

primario que compromete la integridad del medio de protección del tracto respiratorio 

anterior y del aparato mucociliar de la tráquea y vías aéreas posteriores. Las 

infecciones bacterianas secundarias que comprometen la vida de los gatos pueden 

surgir ya sea por contaminación oral o respiratoria, así como por vía hematógena. 

La rinitis bacteriana secundaria es una secuela común en gatos con patología 

respiratoria, particularmente aquellas asociadas a cuerpos extraños en las vías 

anteriores así como infecciones virales. Aunque, el hecho de que las infecciones 

bacterianas sean generalmente secundarias no les resta importancia, Ford, 1997. 
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El papel de B. bronchiseptica en el tracto respiratorio alto de los gatos no está 

bien comprendida. En algunos reportes, B. bronchiseptica ha sido asociada 

principalmente en brotes de enfermedad respiratoria en colonias de laboratorio, aunque 

se han reportado ocasionalmente en forma aislada de otros gatos, Switzer et.al .• 1966; 

Roudebush; Fales, 1987. 

Reportes más recientes sugieren que B. bronchiseptica también puede actuar 

como agente primario en enfermedades respiratorias en gatos y no solo como bacteria 

oportunista. Trastornos respiratorios asociados a B. bronchiseptica han sido reportados 

en gatos de laboratorio de donde se sabe que están libres de otros patógenos. Elliot, 

1991. 

TR'3TS CON 
FALLA DE ORIGEN 15 



2. Justificación 

En pequeñas especies las patologías del apa..-ato ..-espi..-ato..-io son los desó..-denes 

que son detectados más f..-ecuentemente; sin emba..-go, son los que gene..-almente son 

tl'"atados sin p..-evio diagnóstico de labo..-ato..-io clínico. El slnd..-ome ..-espi..-ato..-io felino 

cada dla se diagnostica clínicamente con más frecuencia en pacientes con 

t..-aqueob..-onquitis, ..-initis, sinusitis y septicemia. 

Las etiologías de las infecciones ..-espi..-ato..-ias ante..-iores (IRA) felinas incluyen 

bacterias hongos y virus. Existen evidencias que indican que la B. bronchiseptica, 

causante de tos de las perreras (traqueobronquitis infecciosa canina), también puede 

ser una etiología significativa en las IRA felinas, que produce y exp..-esa diferentes 

factores de virulencia que no en todas las cepas aisladas presentan el mismo pat..-ón. 

---------------~--------~---- -----
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3. Hipótesis 

Existe Bordetella bronchiseptica en la población felina del D.F. y área conurbada 

de Tlalnepantla y Cuautitlán y puede ser que presente factores de virulencia 

(hemoaglutinación, hemólisis, detección de la dermonecrotoxina, detección de la 

pertactina) parecidos a los conocidos en cerdos y perros, en donde el hecho de aislarla 

no necesariamente implica que esté asociada a enfermedad en gatos. 
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4. Objetivo General 

Aislar y caracterizar cepas de Bordetella bronchiseptica a partir de gatos e 

identificar factores de virulencia como hemólisis, hemoaglutinación, detección de 

dermonecrotoxina y detección de la pertactina. 

4.1 Objetivos Particulares 

4.1.1 Aislar cepas de Bordetella bronchiseptica de origen felino a partir de gatos 

clínicamente sanos y de gatos con signos respiratorios. 

4.1.2 Identificar las cepas aisladas empleando las pruebas bioquímicas 

establecidas. 

4.1.3 Caracterizar in vitro e in vivo los factores de virulencia (hemólisis, 

hemoaglutinación, detección de la dermonecrotoxina, detección de la pertactina) 

de las cepas aisladas. 

4.1.4 Reproducir la enfermedad en gatos de 2 a 3 meses de edad sin 

anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica. 

IT:'I3 CON 
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5. Desarrollo Experimental 

5.1 Material 

5.1.1 Material Biológico 

Gatos: Se trabajó con 86 gatos de los cuales 36 de ellos de vida controlada y 50 

procedentes de gateras (Ralston Purina México), seleccionados al azar. 

Para hacer un estudio comprobatorio de patogenicidad: se emplearon 9 gatos de 

2 meses de edad a los cuales se les realizó previamente pruebas de seroaglutinación 

para verificar que no presentaban anticuerpos (Ac) contra B. bronchiseptica. 

Se emplearon 4 cuyes de 350 gramos de peso, para la realización de la prueba 

in vivo de expresión de la dermonecrotoxina(DNT). 

La cepa LBF de B. bronchiseptica se empleo como cepa de referencia y fue 

donada por el Wellcome Research Laboratories, Inglaterra. La cepa SERO 68 (cepa de 

referencia en Fase 111) fue donada por el Departamento de Microbiología e Inmunología 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, U.N.A.M. 

Para realizar el estudio de seroaglutinación se empleó suero hiperinmune 

elaborado en el Laboratorio de Inmunología de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán U.N.A.M. donado por éste para el estudio correspondiente. 
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5.2 Metodologia 

El trabajo se llevó a cabo en dos fases (como se muestra en la Figura 1 ): 

Figura 1 Diagrama de muestreo, identificación y caracterización de cepas 

Muestreo 

Gatos(N=86) 

N1 Con signos 

N2 Sin signos 

Aislamiento: exudado nasal y faringeo 

Identificación: Pruebas bioqulmicas Cuadro 1 y 2* 

Identificación de factores de virulencia 

Prueba de hemólisis: Eritrocitos de conejo, gato, perro, bovino. cerdo 

Prueba de hemoaglutinación: Eritrocitos: conejo, gato, perro, bovino, 

cerdo 

Detección de dermonecrotoxina 

Determinación del patrón electroforético 

Detección de pertactina (68 Kd). 

Determinación de Fase 1 

Prueba de Patogenicidad 

N1 = población de gatos con signos respiratorios; N2 = población de gatos sin signos respiratorios 

TI.SIS CON 1 
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5.2.1 Muestreo de los gatos y aislamiento e Identificación de cepas. 

5.2.1.1 Muestreo e identificación de cepas: 

Se colectaron exudados nasales y faríngeos a 86 gatos, 36 de vida controlada 

{de casas particulares) del D.F. y área conurbada Tlalnepantla y Cuautitlán y 50 de 

gateras {facilitados por RALSTON PURINA México). 

Las muestras de exudados se obtuvieron con hisopos estériles, humedecidos 

con caldo infusión cerebro corazón {BHI; Bioxon), con todas las precauciones debidas 

para evitar su contaminación y fueron transportados al laboratorio, para procesar las 

muestras. 

Las muestras se sembraron en agar Mac Conkey {Bioxon). incubándose a 37°C durante 

48 horas. Posteriormente a las colonias sospechosas se les realizaron tanto las pruebas 

bioquímicas primarias como las secundarias(cuadros 1 y 2). Las cepas identificadas 

como B. bronchiseptica fueron sembradas en forma masiva para posterior al periodo de 

incubación cosecharlas y conservarlas en nitrógeno liquido para su uso posterior. 

*Cuadro 1. Pruebas primarias de identificación 

Prueba Gram Motilidad Cata lasa Oxidasa 

Negativo{-) Positivo(+) Positivo(+) Positivo{+) 

TESTS (Y)~! 
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Cuadro 2. Pruebas secundarias de identificación 

Citrato N03 Gelat. Gluc. Urea Rafin. Rham. SIM Manit Lact Mano Sorb. 

(+) (+) (-) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

N03 -Nitratos, Gelat.- gelatina, Gluc.- glucosa, Rafin.- rafinosa, Rham.- rhamnosa, SIM- azufre,indol 
motilidad, Manit.= manitol, Lact.= lactosa, Mano.= manosa, Sorb.= sorbitol 

Conservación de las cepas: Una vez identificadas, se crecieron masivamente en 

cajas con agar Mac Conkey, incubándolas a 37 ºC durante 48 horas, después se 

cosecharon con solución salina fisiológica estéril (SSF), esta suspensión se centrifugó a 

2,500 RPM /15min.La pastilla obtenida se colocó en tubos a los que se les añadió suero 

fetal bovino (SFB; Gibco) y caldo de infusión cerebro corazón (BHI; Bioxon) estéril, se 

mezclaron y se les colocaron en crioviales a - 4 ºC durante 48 horas para colocarse 

posteriormente en nitrógeno liquido, donde se mantuvieron hasta su utilización, 

Bárcenas. 1998. 

5.2.2 Identificación in vitro e in vivo de los factores de virulencia de las cepas 

aisladas mediante diversas técnicas. 

5.2.2.1 Prueba de Hemólisis 

Las cepas aisladas se sembraron en placas de agar sangre al 5º/o empleándose 

eritrocitos de diversas especies animales (gato, perro, cerdo, bovino y ovino), las placas 

se incubaron a 37ºC durante 48 horas; y finalmente se observó la hemólisis. 
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5.2.2.2 Prueba de Hemoeglutlnaclón 

Las cepas crecidas en agar Mac Conkey durante 48 horas a 37°C, se 

cosecharon con amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2 y se ajustó a una O.O. 1 a 650 

nm de longitud de onda. Por otro lado, en microplacas de aglutinación, se realizaron 

diluciones dobles de eritrocitos de las especies animales, mencionadas en el punto 

5.2.2.1 en un volumen de 50 µI; a cada dilución se le adicionó 50 µI de la suspensión 

bacteriana. Las placas se incubaron a 5º C durante 24 - 48 horas y el titulo de la 

hemoaglutinación se tomó como la más alta dilución en la que se observó aglutinación 

(Bemis y Plotkin, 1982). 

5.2.2.3 Determinación de la Dermonecrotoxina (DNT) 

La bacteria crecida en forma masiva en agar Mac Conkey se cosechó con 

solución salina fisiológica estéril (SSF) y se lavó a 2,500 rpm/15 minutos. la suspensión 

bacteriana se ajustó a una O.O. de 1 con una longitud de onda de 650nm; y se sometió 

a sonicación por 3 minutos (Cole-Palmer 4710 serie) a 90 Hertz, a 4° C. Posteriormente 

se centrifugó a 4,000 rpm/15 minutos, y de cada sobrenadante se inoculó 

intradérrnicamente 0.1 mi en el dorso, previamente rasurado, de cuyes jóvenes; por otro 

lado. se separó una alícuota que se sometió a baño Maria a 60° C 30 minutos para 

inactivar a la proteína y asegurar que las lesiones producidas se debieran a la 

dermonecrotoxina y no al lipopolisacárido, la cual fue empleada como control negativo 

inoculada bajo las mismas condiciones. 
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5.2.2.4 Determinación del Patrón Electroforétlco en geles SDS-PAGE 

Se determinó el patrón electroforético de las cepas aisladas mediante el sistema 

de geles de SDS-PAGE (geles de acrilamida duodecilsulfato de sodio) al 12°/o. Para ello 

se obtuvo una suspensión bacteriana posterior a la incubación, se centrifugó a 5,000 

rpm /15 min; la pastilla se resuspendió en 5 mi de SSF y se sometió a sonicación 

durante 3 minutos en cámara de hielo (4°C aprox). El sonicado se centrifugó a 5,000 

rpm /15 min. al sobrenadante obtenido se le adicionó 5 volúmenes de acetona en frío, 

esto para precipitar las proteínas. Posteriormente la suspensión se centrifugó a 5,000 

rpm I 15 minutos y el sedimento se resuspendió en el mínimo volumen necesario de SSF 

y se guardó en refrigeración hasta su uso. 

A las muestras se les determinó la concentración de proteinas mediante el 

método de Bradford.(1976). 

Las muestras se corrieron a una concentración de aproximadamente 25 mg/ml 

de extracto proteico y en condiciones de reducción usando 2-mercapto-etanol. Al final 

de la electroforesis los geles se tiñeron con azul de Comassie. 

5.2.2.5 Detección de la pertactina 

Establecido el patrón electroforético de cada extracto se determinó la presencia 

o ausencia de la proteina de 68 Kd mediante la técnica de lnmunoelectrotransferencia, 

la cual se realizó transfiriendo las proteínas del gel de poliacrilamida a papel de 
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nitrocelulosa, posteriormente se bloqueó con leche descremada al So/o en PBS toda la 

noche en refrigeración. A continuación el papel se lavó de 4 a 5 veces con PBS-Tween 

20 (Sigma), y se enfrentó a anticuerpos monoclonales contra pertactina. Bb07. 

(proporcionados por el Dr. J.A. Montaraz C. Laboratorio de lnmunologla FES-C 

U.N.A.M.) durante 1 hora a temperatura ambiente manteniéndose en agitación ligera. 

Después del lavado, se puso en contacto con un conjugado de protefna A peroxidada ( 

Sigma ) durante 1 hora adicionando para su revelado, peróxido de hidrógeno 

y cx-cloronaftol, para observar la aparición de bandas de color violeta como positivo. 

5.2.2.6 Determinación de la Fase 1 

La detección de las diferentes fases por las que pasa la bacteria se relaciona con 

la incorporación de cristal violeta a ésta; en donde la fase 1 se le considera cuando 

existe incorporación, sin embargo es muy inestable y rápidamente se transforma en 

Fase 11 o 111, en las cuales no incorpora el colorante y se considera en Fase no 1 

(Hitoshi, Yasuru, 1997). 

A las colonias crecidas en agar BHI (Bioxon) durante 24 horas a 37 ºC se les adiciona 

solución de cristal violeta 1: 10,000 en agua destilada y se observa al microscopio la 

incorporación o no del colorante. 
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5.3 Prueba de Patogenicidad 

Para esta prueba se emplearon 9 gatos de 8 semanas de edad, sin signos 

clfnicos de enfermedad, mantenidos con alimento comercial desde el momento mismo 

de su selección; los animales se desparasitaron previo examen coproparasitoscópico 

aplicándoles el tratamiento especifico en cada caso. A estos gatos se les verificó que 

fueran negativos a B. bronchiseptica por seroaglutinación antes de llevar a cabo la 

prueba. 

Los animales se colocaron en jaulas independientes en forma aleatoria, en 3 

grupos de 3 gatitos cada uno; al primer grupo de gatos (A, B y C} se les inoculó por 

punción intratraqueal una dosis de 107 UFC/ml de extracto bacteriano de la cepa G47n; 

la cual fue aislada de un gato sin signos clfnicos y no se detectó la presencia de la 

pertactina ni de la DNT;al segundo grupo (O, E y F} con la cepa G68n que fue aislada a 

partir de un gato que presentó signos respiratorios y la cual expresó la pertactina y la 

DNT y el tercer grupo de gatos (G. H e 1) se utilizó como control inoculándole solución 

salina fisiológica. A las 48 horas post inoculación se tomó una muestra vía nasal y 

faríngea para aislamiento e identificación de las cepas; asl mismo a estas cepas se les 

realizó las pruebas para determinar o detectar los factores de virulencia. Los animales 

se mantuvieron en observación durante 15 días registrándose su condición clínica 

diariamente. 
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5.4 Análisis Estadistico 

La comparación de proporciones de animales positivos a Bordetella 

bronchiseptica en los diferentes grupos estudiados se realizó mediante la prueba exacta 

de Fisher (Dawson-Saunders y Trapp, 1993). 
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6. Resultados 

6.1 Aislamiento e identificación de S. bronchiseptica 

Como resultado del muestreo de una población felina de 86 gatos durante un 

periodo de 6 meses. Se aislaron 19 cepas de B. bronchiseptica correspondiendo a un 

22 º/o del total de las muestras. En la tabla 1 se describen los resultados obtenidos 

mediante las pruebas bioquímicas. Estas cepas aisladas también fueron confirmadas 

por seroaglutinación. 

Tabla 1. Pruebas Bioqufmicas de las cepas aisladas 

Cepa Gram Motilidad Catalasa Oxidasa Citrato N03 Gelatina Urea SIM CHO"s 

G20n + + + + + + 
+ + + G23n/f + + + 

G43f -~-------1--.----+--.--+------1-----1---+-----+--+--+-----+-----1 + + + 
G47n + + + + + + 

-- GS:2f ----:¡:----- ---.------ - + -------- -------
+ + + 

- G62f ___ + + + + + + 
G65t :¡----- + --1--------.----.------.--------1--.----l--- -1-----1 

C368n -------=------.---+--.---+---.--+----+--~--.-+------+---+---1----1-----1 

--G71f- --r---.---- + + + + + 

G72f + + + + + + 
G76f + + + + + + 
C37ar1-- ------~--+ --· -1----··-·---·· 

+ 
_____ .____ ___ ----+------+---'-- ----+-------1-----1 

~ : --- : ---~---- - -~ -J-- ~-- ---:--<37gríif 
138-of 

·c;9:¡-¡-
GS3f 
G84f 
c384n 
Gasr· 

+ + 

~ f i l-~- ~t {{ ¿= i=r~=: =~~--~ 
: -1 : -+---~t- ---: --+++----~----j ~ --1 -= -+---=----

N03 - Nitratos; S M =Azufre, indol, motilidad; CHO"s = Carbohidratos; n = Nasal: f = Faríngeo. 
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Los muestreos se realizaron en forma aleatoria de gatos con y sin signos clfnicos 

los cuales se describen en las tablas 2 y 2A. 

Tabla 2. Número de muestreos en gatos con y sin signos respiratorios 

GRUPO No. MUESTRAS 

PACIENTES 36 
CONTROLADOS 

PROCEDENTES DE 50 
GATERAS 

TOTAL 
86 

CON SIGNOS SIN SIGNOS 
CLINICOS CLINICOS 

6 30 

9 41 

15 71 
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Tabla 2A. Aislamientos de B. bronchiseptica a partir de gatos con presencia o ausencia 

de signos cllnicos 

No. CON SIGNOS SIN SIGNOS No.DE 
GRUPO MUESTRAS CLfNICOS CLfNICOS AISLAMIENTOS 

+ - + -
PACIENTES 36 2 4 o 30 2 

CONTROLADOS 
-- -·· 

GATERAS 50 4 5 13 28 17 

TOTAL 86 6 9 13 58 19 

( + ) = positivos; ( - ) = negativos. 

Los gatos de vida controlada se identificaron inicialmente por nombre y nombre 

del propietario; mientras que los gatos de gateras se identificaron por número de jaula y 

sección a la que pertenecían; así mismo se designó una sigla que denota el tipo de 

exudado de donde fue obtenida la cepa; esto es, n en el caso de nasal, f en faringeo y 

n/f en los casos en los que se obtuvo por las dos vias; la tabla 3 describe lo 

anteriormente mencionado. 

El método estadístico empleado en es estudio fue la prueba exacta de Fisher: en 

la cual los resultados obtenidos muestran que la proporción de aislamientos en las 

gateras fue significativamente mayor que los aislamientos de gatos de vida controlada 

p= 0.001 5 ( p < 0.05 significativo ); mientras que la proporción de positivos entre los que 
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no presentan signos clfnicos y los que presentan signos cllnicos no existió diferencia 

significativa p = 0.0877 

Tabla 3. Relación total de los aislamientos de B. bronchiseptica a partir de una 

población de gatos. 

CEPA SEXO ORIGEN AISLAMIENTO OBSERVACIONES 

G20n H CLINICA N es 
G 23n/f H CLINICA N/F es 

G43f M GATERA F SS 
G47n H GATERA N SS 
G52f H GATERA F SS 
G62f H GATERA F SS 
G65f H GATERA F Est 
G68n H GATERA N MO, Est 
G71f H GATERA F SS 
G72f H GATERA F MOFARINGEO 
G76f H GATERA F SS 
G78n H GATERA N MO 

G79n/f H GATERA N/F SS 
GBOf M GATERA F SS 
G81f H GATERA F SS 
G83f H GATERA F SS 
G84f H GATERA F SS 
G84n H GATERA N SS 
G85f M GATERA F CQ,MO 

-H hembra. M macho. n- exudado nasal. f- exudado faríngeo, n/f- exudado nasal y faríngeo, CS- con 
signos. SS= sin signos, Est= estornudos. MO= moco, CO=caquexia 
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Se realizó la prueba de seroaglutinación como una técnica más de identificación 

de cepas de B. bronchiseptica; en la cual se emplearon sueros hiperinmunes. La tabla 4 

muestra los resultados obtenidos del enfrentamineto de las cepas aisladas de B. 

bronchiseptica con suero hiperinmune vs. B. bronchiseptica. 

Tabla 4. Resultados de la prueba de sero aglutinación de las cepas aisladas 

Cepa 1:5 

G20n -
G23n/f -
G43f + 
G47n + 
G52f + 
G62f + 
G65f -
G68n + 
G71f + 
G72f --·----
G76f -
G78n + 
G79n/f + 
G80f + 
G81f + 
G83f -·--
G84n + 

··----· 
G84f + 

-·· --··--------
G85f + 

-· ---------
LBF + .. 

( + )- pos1t1vo: ( - ) negativo 

1:50 

-
-
+ 
+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
+ 
+ 
+ 
-
+ 

-·-
+ 

~··-------._ __ + 
+ 
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6.2 Prueba de Hemólisis 

Las cepas de B. bronchiseptica aisladas no produjeron hemólisis en eritrocitos de 

gato a excepción de G76f; las cepas G23n/f, G43f, G62f, G65f, G71f, G72f, G76f, 

G79n/f, G80f, G81f, G83f presentaron hemólisis de eritrocitos de ovino. La cepas G65f, 

G76f, G20n y G78n presentaron hemólisis con eritrocitos de cerdo y las cepas G23n/f, 

G62f, G72f, G76f y G79n/f en eritrocitos de bovino mientras que el resto de las cepas 

presentaron una hemólisis parcial o fueron negativas (Figura 2). 

Figura 2. Clasificación de hemólisis producidas por las cepas aisladas de 
B. bronchiseptica 

Parcial 

Negativo Positivo 
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Por otro lado casi todas las cepas aisladas presentaron hemolisis en eritrocitos de perro 

a excepción de las cepas G65f, G76f, G83f y G84n que fueron negativas. Estos 

resultados se muestran en la Tabla 5 

Tabla 5. Prueba de hemólisis de las cepas aisladas de B. bronchiseptica de origen 
felino. 

TIPO DE ERITROCITOS 

Cepa Ovino Cerdo Bovino 

G20n +/- + 
G23n/f + + 
G43f + 
G47n 
G52f 
G62f + 
G65f + 
G68n +/-
G71f + 
G72f + 
G76f + 
G78n 
G79n/f + 
GBOf + 
GB1f + 
G83f + 
G84n +/- ; . ·.· .. +/-" 
G84f .+/"- • 
G85f - :. 

+ Hemólisis, - No Hemólisis, +/- Hemólisis Parcial 

Perro Gato 

+ +/-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ . + 
... + I·. +/-

· ... · +1-· .: .·. ·+· 
: .. ·. +· -·· 

+ ..... -: .. • ; .-:;,_. .. 

·" -. ·:;• .. :: 
' .... +/- ·.e: .... ,-_.,. ·.·, -·-

. ·.· +. ' 
+ " 
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6.3 Prueba de detección de la Dermonecrotoxina. 

La reacción de la Derrnonecrotoxina se observó durante las 72 horas posteriores 

a la inoculación en la piel del cuye; esta se observó como un edema e induración de por 

lo menos 5 mm de diámetro en el sitio de inoculación como se ilustra en la Figura 3. La 

expresión de la dermonecrotoxina se observó únicamente con las cepas G43f, G68n, 

G80f y G85f la cepa LBF se empleó como control positivo y la cepa SERO 68 como 

control negativo. 

Figura 3. Lesión provocada por la dermonecrotoxina de B. bronchiseptica en piel de 
cu ye 
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6.4 Prueba de Hemoaglutinación 

La capacidad de aglutinar glóbulos rojos de varias especies animales entre ellos 

los de ovino, cerdo, bovino, perro y gato, es considerado como una caracterfstica 

relacionada con la virulencia de cepas de B. bronchiseptica. En la Figura 4 se puede 

observar los resultados de esta prueba. En la Tabla 6 se muestran resultados obtenidos 

de actividad hemoaglutinante que presentaron las cepas aisladas. 

Tabla 6. Títulos hemoaglutinantes de cepas de B. bronchiseptica aisladas de gatos 

TIPO DE ERITR OCITOS 

Cepa Ovino Cerdo Bovino Perro Gato 
(1: ) (1: \ (1: \ l1: \ '1: ) 

20n - 16 8 4 -
23n/f - 16 - 8 -
43f 16 8 16 4 16 
47n 4 2 16 8 8 
52f 4 4 16 4 8 
62f 4 4 8 4 8 
65f - 8 - 16 -
68n 16 - 16 4 16 
71f 4 4 16 4 8 
72f - 4 8 4 16 
76f - 4 - -- -- 16 -
78n 4 16 32 4 8 

79n/f 4 2 16 4 16 
80f 16 8 16 16 16 
81f 4 8 16 16 16 
83f - - 16 8 16 
84n 16 8 4 4 16 
84f - 8 - 16 16 
85f 4 4 16 4 8 
LBF 2 8 16 8 16 

Sero68 - 8 - - 8 
Los resultados se expresan como el inverso de la dilución de glóbulos f"OJOS que produJO hemoaglutinación. (-) 
negativo. 
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Figura 4. Prueba de hemoaglutinación de cepas aisladas de B. bronchiseptica 

. ' ... 
·, ... ··<Jo 

¡~::,,. .... 
o•~·'" 
~~:.: e·--~.~:· 

·-:1-Q ~· 9".J; ··- · .. 

. ~ ... , . . .. ,.. .. ,, '··-- -.,. . .. -.~ ..... .,. ........... ................ .. ~ .. -..,.-~, 
6.5 Prueba de detección de Fase 1 

Los resultados de la detección de la Fase 1 de las bacterias aisladas se muestra 

en la tabla 7, en esta prueba se pudo observar que la única cepa que incorporó 

colorante fue la cepa G76f. mientras que algunas otras cepas se encontraban en Fase 

de transición ya que la incorporación del colorante fue parcial, y el resto de las cepas se 

encontraron en Fase no 1, ya que no incorporaron el colorante. En la figura 5 se puede 

observar la incorporación del colorante y la no incorporación de este . 
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Tabla 7. Detección de la Fase 1 (Hitoshi, Yasuru,1997) en las cepas aisladas de B. 
bronchiseptica 

Cepa Incorporación del 
colorante 

G20n +/-
G23n/f +/-
G43f -
G47n -
G52f +/.;., .. 

G62f -· ·: .. ··- .. ._ 

G65f - .. "/ 
G68n -.·• .................. "• '._1--

G71f +/-• .·'.··· .;' 
G72f -- . 

'•-') 

G76f ........ ,·.-···. 
G78n - ·.:,":+ .. -...... : ... 1 

G79n/f +/- •".·.:.•·""·" <. 
G80f - -. :,• ... -.-.: . 
G81f -·-.·6'·"···--·:-.·"·:. 
G83f -·.· 'oc'•'.">L . .: .. •-. .. 
G84f - . 
G84n -
G85f -
LBF + 

Sero1 -
Fase 1 (+),Transición (+/-), No Fase 1 (-) 

Figura 5. Incorporación del colorante Cristal Violeta para determinar la Fase 1 en las 
colonias de las cepas aisladas de B. bronchiseptica. 

INCORPORACION DE 
COLORANTE 

NO INCORPORACION DE 
COLORANTE 
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kDa 

68 

6.6 Determinación del Patrón Electrofor6tico en geles SDS-PAGE 

El patrón electroforético de las cepas aisladas de B. bronchiseptica fue muy 

similar entre ellas así como de las cepas control LBF y SERO 68. Estos resultados se 

muestran en la figura 6. 

Figura 6. Patrón Electroforético de las cepas aisladas de B. Bronchiseptica 

.. 
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6. 7 Detección de la pertactina por lnmunoelectrotransferencia 

Para evidenciar la presencia de la proteína de 68 kDa se utilizó un anticuerpo 

monoclonal BB07(Cortesia de .J.A. Montaraz), se corrió un control negativo que fue la 

cepa SERO 68 y un control positivo cepa LBF. 
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En las cepas G78n, G23n/f, G85f, G81f, G62f, G68n, G84n, G84f y G65f, se 

detectó la presencia de la pertactina, lo cual se muestra en la figura 7. 

Figura 7. Detección de la pertactina en las cepas aisladas de B. bronchiseptica 
mediante la técnica de lnmunoelectrotransferencia . 

.. 

84.n. 81 SS 62. 

6.8 Prueba de Patogenicidad 

78 65 23 68 
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El gato O murió a las 24 horas post inoculación, con presencia de moco, 

estornudos y tos a las B horas post inoculación y el gato F al dla 12 murió, presentando 

decaimiento progresivo, fiebre, diarrea, conjuntivitis, linfadenopatia subrnandibular, el 
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gato e falleció al noveno dla, con signologla de tos, fiebre y decaimiento; el resto de los 

gatitos fueron sacrificados a los 15 dfas post inoculación. La Tabla 8 indica la signologla 

presentada por cada uno de los gatitos empleados en esta prueba de patogenicidad. 

Tabla 8. Signologfa de los gatos de prueba de patogenicidad y el tiempo (en horas) de 
aparición de los mismos 

CEPA 47n (1) CEPA 68n(2) CONTROL 
neaativo 

SIGNOS 

A B e o E F G H 1 

TOS 96* 72 72 8 48 96 - - -
CONJUNTIVITIS 48 - 48 8 24 24 - - -

' 
SECRECION 72 - - - - 24 - - ' 

OCULAR 
'''· '' 

ESTORNUDOS 24 72 ' .. ,::'.'Ú:'i:.i i~~l:¡j:; 24 - - .. 
... 

FIEBRE 24 48 ,·, .. :;·O!t''.~f~ W"é6;,:. 24 48 - - -
-·. ;,· 

SECRECION 96 - ' ,i., I?'(''''. 
_ .. - 96 - - -

NASAL 

DECAIMIENTO 48 - ' - - 96 48 - - -
.. 

ANOREXIA - - .,,,¡":. - - - 96 - - -
' 

MUERTE - - 216 24 - 288 - - -
. 

los numeres Indican horas post inoculación, (1)cepa aislada de gato sin signos cHrncos resp1ratonos y 
no se detectó pertactina ni DNT;·,:(2) cepa aislada de gato con signos clínicos respiratorios y expresó 
pertactina y DNT. control negativo;, inoculado con SSF 
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7. DISCUSION 

Las enfermedades respiratorias en gatos han sido asociadas generalmente a 

infecciones ocasionadas en primer instancia a herpesvirus felino o calicivirus felino 

(Gaskell y Dawson, 1994). Sin embargo, el papel de B. bronchiseptica no ha sido 

establecido ni como agente primario, ni secundario ni como ca-patógeno de las 

enfermedades respiratorias de gatos, esta problemática también se observa en México; 

por ende el objetivo principal del presente trabajo fue reportar el aislamiento y 

caracterización parcial de los factores de patogenicidad de B. bronchiseptica a partir de 

exudados nasales y faríngeos de gatos localizados en el área norte de la Cd. de México 

y los municipios conurbados de Tlalnepantla y Cuautitlán lzcalli. 

Los primeros reportes de enfermedades respiratorias asociadas a Bordetel/a 

bronchiseptica en gatos fueron realizados en U.K. por Willoughby et.al. (1991 ); 

posteriormente fue aislada de otros brotes de enfermedad respiratoria en criaderos de 

raza pura por Elliot ( 1991 ); y en 1993, Jacobs et. al. aislaron B. bronchiseptica de gatos 

libres tanto de calicivirus como de herpesvirus y que presentaron signos cllnicos 

respiratorios; a partir de esta fecha se le ha otorgado a B. bronchiseptica el papel de 

patógeno primario de enfermedad respiratoria en gatos en Estados Unidos. Estudios de 

prevalencia de B. bronchiseptica en gatos en nuestro país no han sido realizados hasta 

ahora; sin embargo, nuestros resultados indican una frecuencia muy alta, la cual fue de 

un 22.09 % (19/86), en total. Comparando los resultados obtenidos por McArdle et.al. 

(1994) y por Hoskins et.al. (1998), quienes obtuvieron un 4.9 % (26/527) un 3.1 % 

(25/614) respectivamente .. 

,-~~~~~~-~~-------... 
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Por otra parte, en la mayoria de los trabajos realizados, los aislamientos de B. 

bronchiseptica han sido a partir de lavados traqueobronquiales, como uno de los 

mejores métodos de aislamiento de éste microorganismo (Jacobs et.al. 1993; Hoskins 

1998); sin embargo, en este trabajo se muestra que los métodos tanto de exudado 

nasal como faríngeo pueden ser empleados como métodos rutinarios y eficientes para 

el aislamiento de B. bronchiseptica a partir de gatos con o sin signos clfnicos 

respiratorios. 

Roop 11, et.al. en 1987, mostraron que cepas de B. bronchiseptica en primo-

aislamiento podían encontrarse tanto en Fase 1 como en Fase 11, 111; esto dependiendo 

de la expresión de los distintos factores de virulencia que las cepas exhibieran. Las 

cepas de B. bronchiseptica que se encuentran en Fase 1 son consideradas como las 

más virulentas ya que estas bacterias expresan la mayorfa de adhesinas y toxinas 

como son fitohemaglutinina, dermonecrotoxina, pertactina, entre otras; mientras que las 

cepas que no se encuentran en Fase 1 no son tan patógenas. Actualmente ha cambiado 

la nomenclatura para denominar a las distintas Fases en que se encuentran las cepas 

de B. bronchiseptica. esto es, las cepas que se encuentran en Fase 1 han sido 

denominadas como cepas en Modo X; mientras que las cepas que no están en Fase 1 

(incluyéndose cepas en Fase 11 111 y/o IV) han sido designadas en modo C (Hitoshi, 

Yasuru 1997). 

Empleando la metodología diseñada por Hitoshi, Yasuru en 1997 (la cual tiene 

como base la incorporación del colorante cristal violeta sólo en aquellas cepas que 

mantienen íntegra su membrana celular) para clasificar a cada una de las cepas 
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aisladas. ya sea en modo C o en modo X. los resultados obtenidos mostraron que de 

las 19 cepas de B. bronchiseptica aisladas sólo una cepa (G76 f) mostró estar en modo 

c. mientras que 5 cepas (G20n, G23 n/f, G71f. G79n/f y G52 f) pueden estar en fase de 

transición; esto es, de modo e a modo X ya que incorporaron parcialmente el colorante 

cristal violeta. Los resultados obtenidos mediante esta prueba nos sugieren que sólo la 

cepa G76f es la cepa más virulenta de todos las cepas aisladas de B. bronchiseptica. 

Por otra parte y en relación a patogenicidad de las cepas de B. bronchiseptica, 

se sabe que los factores de virulencia están regulados por un gen denominado bvg 

(Bordetella virulence genes); hasta la fecha no se conoce el mecanismo o factores que 

influyen para que este gen se active, por lo que varios investigadores le han llamado 

gen de autorregulación. Con base en la expresión o no expresión de los factores de 

virulencia han clasificado al gen en bvg• y en bvg·. respectivamente; sin embargo. otros 

investigadores han encontrado al gen en expresión parcial, esto es. bvfl (intermedio) en 

cepas de Bordetella que llegan a expresar sólo algunos factores de virulencia (Katharin 

E. et.al . 2001 ). Con base en lo anterior, podemos decir que las cepas G20n. G23n/f, 

G52f, G71f, G76f, y G79n/f de B. bronchiseptica se encuentran en bvg; ya que 

mostraron algunos factores de virulencia, entre ellos hemólisis en eritrocitos, expresión 

de la pertactina así como de la dermonecrotoxina; estos resultados son fundamentados 

con los obtenidos con la técnica de cristal violeta. 

Por otra parte, en estudios experimentales, se infectó vía aerosol a cachorros de 

gato SPF con cepas de B. bronchiseptica, en los cuales se logró desarrollar la 

enfermedad a los 5 días post exposición (Jacobs et.al., 1993). En otros estudios se 
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realizó el desafió vía intranasal, reproduciendo la enfermedad encontrando signología 

como estornudos, descarga nasal, descarga ocular, tos espontánea o inducida, 

incremento de sonidos pulmonares, fiebre, aumento de ganglios regionales (Coutts 

et.al. 1996; Hoskins et.al., 1998). En nuestro experimento el desafío vía intratraqueal a 

gatitos libres de la enfermedad y de anticuerpos contra B. bronchiseptica, también se 

logró reproducir el cuadro de signologia obtenido por los investigadores antes 

mencionados; incluyendo en nuestro caso la muerte de uno de ellos a las 24 horas 

post-inoculación. En el presente trabajo se logró reaislar la bacteria de los gatos 

infectados. la cual fue identificada y caracterizada mediante las mismas técnicas 

descritas en la metodología, incluyendo los factores de virulencia, en donde se vio la 

expresión de la pertactina y de la dermonecrotoxina. 

Se ha señalado que B. bronchiseptica forma parte de la microbiota del tracto 

respiratorio del perro, no así del gato(Clapper,Mende, 1963; McKieman, et.al., 1984); 

sin embargo, estudios de la transmisión natural de éste microorganismo en una gatera 

endémicamente infectada con B. bronchiseptica, dos gatas preñadas que presentaron 

títulos de anticuerpos, fueron aisladas y separadas al momento del parto observándose 

la eliminación de la bacteria posterior al parto, sin embargo sus crías no fueron 

infectadas (Coutts et.al., 1996;. Binns et.al., 1999). En otros estudios han aislado al 

microorganismo en un 11 % de gatos muestreados de diferentes procedencias 

encontrando relación de su hallazgo con enfermedad respiratoria. La posibilidad de que 

exista una transmisión inter-especie de B. bronchiseptica ha sido sugerida por Elliot, 

(1991 ). Basándonos en reportes de distribución de la bacteria entre animales de 

laboratorio, en nuestro estudio la presencia de la bacteria es definitivamente de mayor 
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consideración en los animales provenientes de gateras sobre los que están en vida 

controlada (gatos controlados 2/36 y gatos de gateras17/50) lo que concuerda con los 

resultados obtenidos por Elliot (1991 ). 

La hemólisis producida en eritrocitos de perro por las cepas de B. bronchiseptica 

aisladas de gatos fue franca a diferencia de los resultados obtenidos del estudio hecho 

por Malina (2001 ); en el estudio de Malina (2001) no se observó lisis de eritrocitos de 

ninguna especie animal empleados, sin embargo cabe mencionar que las cepas de B. 

bronchiseptica empleadas en ese trabajo fueron aisladas de perros. En el presente 

trabajo se produjo hemólisis de eritrocitos de perro con casi todas las cepas aisladas a 

excepción de la G65f y G83f; como se sabe la actividad hemoHtica de B. bronchiseptica 

reside en la adenilato ciclasa-hemolisina, la cual también depende o esta regulada por 

la expresión del gen bvg•. 

Diversas bacterias patógenas que colonizan superficies epiteliales poseen 

antígenos asociados a su supeñicie a los que se les conoce como factores de 

colonización que facilitan la multiplicación en los tejidos del huésped. Estos se producen 

in vitro bajo condiciones adecuadas de crecimiento y frecuentemente se identifican 

como hemoaglutininas, (Brook et.al., 1987; Roth, 1988). La capacidad de B. 

bronchiseptica de aglutinar eritrocitos se conoce desde hace mucho tiempo; B. 

bronchiseptica puede aglutinar una gran gama de células de distintas especies como se 

han reportado en distintos trabajos, en los cuales se ha observado que aislados de B. 

bronchiseptica de origen equino aglutinaron eritrocitos de humano, caballo y ovino 

(Gallager, 2001; Malina, 2001 ). Así mismo Jouberth et.al. 1960 observaron que un 
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aislamiento proveniente de cerdo aglutinó eritrocitos de humano tipo ·o· y de ovino pero 

no de equino. Otros investigadores observaron que el 65 % de 17 aislamientos de B. 

bronchiseptica a partir de humanos, perro, gato, cerdo, conejo y cobayo aglutinaron 

eritrocitos de humano, mono, cobayo, cerdo, camero, pollo y caballo, (Gallager, 1965; 

Joubert, et.al. 1960 and Thibualt, et.al. 1955). Los resultados obtenidos en este trabajo 

mostraron que las cepas aisladas de B. bronchiseptica aglutinaron en un alto porcentaje 

a los eritrocitos de las distintas especies animales probadas. Al igual que en el estudio 

de Malina, (2001) todas las cepas aisladas aglutinaron los eritrocitos de perro, no asf a 

los eritrocitos de gato en donde solo aglutinaron el 79 º/o. Al igual que la actividad de 

lisar glóbulos rojos, la actividad aglutinante de Borc:letella esta regulada por el sistema 

sensor trandsdutor BvgAS (Bemis y Plotkin , 1982). 

En el presente trabajo al realizar los ensayos in vivo de actividad dermonecrótica 

de los extractos de lisados bacterianos en piel de cuyos se observó que únicamente 

presentaron esta actividad cuatro cepas, en el transcurso de 72 horas; aún cuando el 

género B. bronchiseptica produce la toxina dermonecrótica y produce las lesiones 13 

horas después de su inoculación intradérmica de 50 µI de lisados celulares crudos, 

Walker y Weiss (1994). 

Montaraz et.al., (1985) identificaron la proteína de 68 kDa en la membrana de B. 

bronchiseptica empleando para ello dos anticuerpos monoclonales BB07 y BB05 

obtenidos en el mismo estudio; ambos anticuerpos monoclonales presentan la 

capacidad de proteger a ratones contra la bacteria. Novotny et.al. en 1985 observaron 

que cepas no patógenas de B. bronchiseptica no expresaban la proteína de 68 kDa 
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pero las cepas patógenas si la presentaban, sugiriendo que tal vez fuera un factor de 

virulencia, presentando resultados similares Barcenas et.al. (1996). En este estudio se 

reconoce que esta proteína es la que actualmente recibe el nombre de pertactina y es 

un antígeno importante en la inmunización contra la tosferina, producida por B. 

pertussis, Fine y Clarkson, 1987; Canthaboo, C. et.al. 2001. En el presente trabajo se 

empleó el anticuerpo monoclonal Bb07 con el que se pudo observar la presencia de la 

pertactina en nueve de las cepas aisladas,. 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos 

considerar a B. bronchiseptica como un microorganismo que se encuentra en el tracto 

respiratorio de la población felina en el D.F. y área conurbada de Tlalnepantla y 

Cuautitlán. 
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8. CONCLUSIONES 

:¡;;.. Los l'"esultados obtenidos nos indican la prevalencia de B. bronchiseptica en un 

22º/o de la población felina estudiada, el cual es un dato bastante alto, 

considel'"ando el tamaño poblacional y la fl'"ecuencia de muest!'"eo. 

:¡;;.. La toma de muestl'"as a partil'" de exudados nasales y fal'"fngeos pueden sel'" 

conside!'"ados como métodos buenos pal'"a el aislamiento de cepas de Bordetella 

bronchiseptica. 

:¡;;.. El aislamiento de B. bronchiseptica de gatos de vida contl'"olada sólo se !'"ealizó en 

dos que pl'"esentaban signos !'"espil'"atol'"ios; mient!'"as que en los gatos de gateras 

se aisló B. bronchiseptica tanto de gatos con signologfa como sin signología de 

enfermedad l'"espil'"atol'"ia. 

~ Las cepas aisladas de gatos expl'"esal'"on facto!'"es de vil'"ulencia similal'"es a los 

l'"eportados pal'"a aislamientos en otras especies animales 
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