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RESUMEN

La traqueobronquitis infecciosa canina (TIC) es una enfermedad de alta
morbilidad y baja mortalidad que se reconoce como una de las causas mas
comunes de enfermedad respiratoria de inicio agudo en los perros (Ford, 2012).
La TIC ocurre cuando un gran numero de perros se encuentran confinados
juntos en un area pequefia, con un cuadro clinico que se caracteriza por
presentar tos seca, anorexia y depresion; siendo Bordetella bronchiseptica el
agente bacteriano mas frecuentemente aislado durante el transcurso de esta
enfermedad (Chalker et al., 2003). Las bacterias del género Bordetella spp son
de importancia primaria en la medicina humana y la medicina veterinaria debido
a su habilidad para colonizar el tracto respiratorio, causando una amplia gama
de infecciones pulmonares y bronquiales (Hamidou Soumana et al., 2017). El
diagnéstico de esta enfermedad es complicado debido a la similitud en la
sintomatologia que presenta con respecto a otras enfermedades como el
mogquillo canino y otras infecciones respiratorias causadas por distintas
bacterias. El diagndstico de Bordetella bronchiseptica se logra a partir de cultivo
microbioldgico y caracterizacion bioquimica o a través de distintas plataformas
de diagndstico serologico, sin embargo; el crecimiento de bacterias
contaminantes en los cultivos (Van der Zee et al., 2015) o la variabilidad en los
niveles de sensibilidad y especificidad de las pruebas serolégicas debido a la
aplicacién de vacunas (Aquino et al., 2011), limitan la utilidad diagnéstica de

esos procedimientos. Las pruebas basadas en técnicas moleculares,



particularmente las basadas en plataformas de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR), se ubican hoy en dia como la alternativa
tecnolégicamente adecuada para el diagnéstico rapido y confiable de esta
enfermedad. El presente trabajo tiene como objetivo el desarrollo de una
plataforma de PCR en tiempo real para Bordetella bronchiseptica a partir de la
amplificacion del gen que codifica para el receptor del sider6foro TonB de esta

bacteria.

Palabras clave: Bordetella bronchiseptica, tos de las perreras, tragueobronquitis

infecciosa canina, complejo respiratorio infeccioso canino, PCR en tiempo real.



ABSTRACT

Canine infectious tracheobronchitis (CIT) is a disease of high morbidity
and low mortality recognized as one of the most common causes of acute
respiratory disease in dogs (Ford, 2012). CIT outbreaks occur when a large
number of dogs are confined together in a small area, with clinical symptoms
characterized by dry cough, anorexia, and depression; being Bordetella
bronchiseptica the most frequently isolated bacterial agent during the course of
this disease (Chalker et al., 2003). Bacteria from the Bordetella spp genus are of
importance in human and veterinary medicine due to their ability to colonize the
respiratory tract, causing a wide range of lung and bronchial infections (Hamidou
Soumana et al., 2017). The diagnosis of this disease is complicated due to the
similarity of symptoms with respect to other diseases such as canine distemper
and other respiratory infections caused by different bacteria. The diagnosis of
Bordetella bronchiseptica is achieved by microbiological culture and biochemical
characterization or through different serological diagnostic platforms, however,
the growth of contaminating bacteria in the cultures (Van der Zee et al., 2015) or
the variability in the levels of sensitivity and specificity of the serological tests
due to the application of vaccines (Aquino et al., 2011), limit the diagnostic utility
of these procedures. Tests based on molecular techniques, particularly those
based on real-time polymerase chain reaction platforms (RT-PCR) are currently

the most technologically appropriate alternative for the rapid and reliable



diagnosis of this disease. The present work has the objective of developing an
RT-PCR platform for Bordetella bronchiseptica based on the amplification of the

gene that codes for the TonB siderophore receptor of these bacteria.

Keywords: Bordetella bronchiseptica, kennel cough, canine infectious

tracheobronchitis, canine infectious respiratory complex, real-time PCR.
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INTRODUCCION

El complejo respiratorio infeccioso canino (CRID), también conocido
como tos de las perreras, es una infeccion que afecta a perros de todas las
edades. Esta enfermedad se presenta frecuentemente cuando un gran namero
de perros se encuentran confinados en un area pequefia. El CRID tiene una alta
morbilidad y se caracteriza por presentar tos seca, anorexia y depresion, puede
avanzar a una traqueobronquitis, neumonia e incluso la muerte en casos
severos. El agente bacteriano mas frecuentemente aislado durante el
transcurso de esta enfermedad es Bordetella bronchiseptica (Chalker et al.,
2003). Las infecciones producidas por Bordetella bronchiseptica se encuentran
ampliamente distribuidas por todo el mundo y son de gran importancia en
medicina veterinaria debido a su habilidad para colonizar el tracto respiratorio
de diversos mamiferos produciendo infecciones pulmonares y bronquiales que
bajo ciertas condiciones del medio ambiente y del hospedador pueden ser
transmitirse a los humanos.

El género Bordetella esté distribuido en diez especies conocidas, de las
cuales Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y Bordetella bronchiseptica
estan estrechamente relacionadas genéticamente y se les denomina “Bordetella
clasica’. Este grupo de tres bacterias homologas representan un excelente
sistema experimental debido a que poseen una secuencia de DNA muy similar,

aunque varian en aspectos criticos como su patogénesis, incluyendo la

Xi



especificidad del hospedador, la severidad y duracién de la enfermedad. Se
piensa que Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, los agentes
causantes de la tos ferina en humanos, han evolucionado independientemente
de Bordetella bronchiseptica (Park et al., 2012).

El diagndstico de Bordetella bronchiseptica se puede realizar a partir de
cultivos bacterianos, empleando distintas plataformas de serologia y mas
recientemente utilizando técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa en
sus formatos de punto final (PCR) y RT-PCR, a partir de especimenes
colectados de faringe, lavado bronco alveolar o transtraqueal (Van der Zee et
al., 2015; Aquino et al., 2011).

Bordetella bronchiseptica se aisla regularmente en perros clinicamente
sanos a partir de cultivo microbiolégico de muestras de tracto respiratorio
superior y pulmones; también se ha logrado la amplificacion de ADN especifico
para la bacteria mediante la aplicacion de técnicas de PCR cuantitativo (QPCR)
a partir de extractos de muestras tomadas de la mucosa de la nariz y faringe.
Sin embargo, los criterios para la interpretacion de un resultado positivo al
gPCR obtenido de una muestra de lavado bronco alveolar aun no se han
definido, ya que el gPCR tiene la capacidad de proveer resultados basados en
el valor del ciclo donde inici6 la amplificacion, pero se desconoce sSi estos
valores son capaces de diferenciar un estado de portador de una infeccion
patolégica (Canonne et al., 2016).

Las técnicas de diagndéstico molecular para Bordetella basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) proporcionan niveles de

sensibilidad y especificidad cercanos al 100%, muy superiores a los que ofrecen
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las pruebas de rutina, con la ventaja adicional de generar resultados en horas
en lugar de semanas 0 meses que requiere el cultivo microbiolégico.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo consiste en el
desarrollo e instrumentacion de una plataforma RT-PCR para el diagndstico
molecular de Bordetella bronchiseptica basada en la amplificacion de un
fragmento del gen que codifica para el sideréforo TonB, haciendo disponible
una herramienta rapida y confiable que ayude a los profesionales de la salud
tomar decisiones basadas en resultados confiables para la aplicacion de las

medidas de control de esta enfermedad.
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JUSTIFICACION

Bordetella bronchiseptica se reconoce como el principal agente causante
de enfermedades respiratorias cronicas en mamiferos no humanos, aunque con
poca frecuencia se asocia a infecciones zoonoticas y ha sido aislada en cultivo
microbiolégico en humanos inmunocomprometidos. Sin embargo, la importancia
del papel que juega Bordetella bronchiseptica en infecciones en humanos no
esta bien definido. El mecanismo de infeccion de Bordetella bronchiseptica en
mamiferos es multifactorial y muy similar al que presentan otros miembros del
género Bordetella spp (Washington et al., 2015).

El diagndstico de esta enfermedad es complicado debido a la similitud en
la sintomatologia que presenta con respecto a otras enfermedades infecciosas
de origen viral como el moquillo canino o de infecciones respiratorias causadas
por bacterias del género Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Mycoplasma
spp., entre otras (Priestnall et al., 2014). El diagndstico generalmente se realiza
con base en los signos que presenta el animal, los cuales son inespecificos de
la enfermedad e incluyen fiebre, tos seca o con flemas, vémito, secrecion nasal
u ocular, depresion, disminucion en el consumo de alimento y en casos mas
graves es posible detectar durante la auscultacion pulmonar estertores
respiratorios por la acumulacion de liquido; sintoma que precede a una

neumonia (Lavan y Knesl., 2015).
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Con base en lo anterior y ante la necesidad de contar con plataformas de
diagnostico rapidas, seguras y eficaces para el diagnéstico de Bordetella
bronchiseptica, las pruebas moleculares, particularmente las basadas en
plataformas RT-PCR, significan una alternativa tecnolégicamente adecuada al
diagnoéstico temprano de esta enfermedad, siendo capaces de establecer un
diagnoéstico definitivo en unas cuantas horas, lo cual permitiria a los
profesionales de la salud tomar decisiones basadas en resultados confiables
para la aplicacion de la terapia y tratamiento antibiético mas apropiados para

cada caso particular y reducir la incidencia de esta enfermedad.
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REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

El complejo respiratorio infeccioso canino (CRIC) significa un desafio
para los médicos clinicos dada su prevalencia generalizada, la amplitud de su
etiologia que incluye multiples agentes patdgenos y su apariciébn ocasional, sin
un patron estacional definido pero persistente en perros que fueron
correctamente inmunizados contra la enfermedad (Lavan & Knesl, 2015).
Aunque el CRIC es una infeccion de origen multifactorial se ha encontrado que
Bordetella bronchiseptica por si solo es capaz de ocasionar enfermedad
respiratoria clinica y se considera que es el patdbgeno de mayor importancia
dentro del CRIC y no solo que su papel es como un patdégeno mas asociado al
sindrome (Ford, 2009).

La enfermedad producida por Bordetella bronchiseptica se caracteriza
por ser de inicio agudo con episodios de tos seca y secrecién nasal que van
desde casos leves a muy graves. La mayoria de los perros afectados se
recuperan de forma espontanea en un periodo de dias a semanas sin
necesidad de ningun tratamiento, pero también puede complicarse el cuadro si
la bacteria llega a colonizar el tracto respiratorio inferior o se presenta una
infeccion secundaria. Debido a la naturaleza altamente contagiosa de la

enfermedad, los perros que viven en condiciones de hacinamiento, como
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refugios y guarderias, son especialmente susceptibles a las infecciones
(Buonavoglia & Martella, 2007).

Bordetella bronchiseptica es un cocobacilo Gram-negativo de las vias
aéreas (Ducours et al., 2017), pleomorfico y que no produce esporas; esta
clasificada dentro de la familia Alcaligenaceae que comprende diez especies
genéticamente diferentes (Kilgore et al., 2016). Las células cultivadas en
medios solidos crecen principalmente en forma cocoide y su tamafio varia de
3.0 por 0.5 micras (um) de largo y ancho respectivamente; algunas formas
filamentosas tienen una medida promedio de 0.4 por 8.0 um. Bordetella
bronchiseptica es un microorganismo moavil debido a que posee multiples
flagelos con un grosor de 18 a 22 nanometros (nm) de diametro, cada flagelo
estd conformado de cinco a seis hilos trenzados con un grosor de 2 nm (Van
der Zee et al., 2015).

Bordetella bronchiseptica posee una pared celular compuesta por cinco
capas. Las tres capas mas externas le dan una apariencia lobulada al contorno
de la superficie de la bacteria, con canales que van de 10 a 20 nm de ancho
entre l6bulos. Todas las especies de Bordetella spp sintetizan al menos una
toxina de lipopolisacaridos que es similar quimica y biolégicamente a las toxinas
de lipopolisacaridos de otras bacterias Gram-negativas (Goodnow, 1980).

La expresion de los determinantes de virulencia de Bordetella spp esta
controlada por un sistema de transduccion de sefales de dos componentes
BvgS y BvgA (Boursaux-Eude y Guiso, 2000) localizados en posicion adyacente
uno al otro en el cromosoma bacteriano Estos componentes de transduccion se

adaptan a los cambios ambientales por variacion entre las fases virulentas (Bvg
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+) y avirulentas (Bvg -) y se ha propuesto que la fase Bvg — es importante para
la supervivencia de la bacteria en el medio ambiente (Linz et al., 2016).

Los flagelos proporcionan motilidad a la bacteria, aunque se piensa que
pueden tener participacion en otros procesos microbianos adicionales, como la
induccion de mediadores pro-inflamatorios, lo cual fue demostrado al observar
gue los flagelos son necesarios para iniciar y potenciar la interaccion bacteria-
superficie celular, lo que sugiere que los flagelos pueden tener la capacidad de
identificar y diferenciar distintas especies hospedadoras (Khayer et al., 2014).

Bordetella bronchiseptica fue aislada e identificada por primera vez en
1910 con el nombre de Bacillus bronchicanis. El nombre fue elegido cuando
este organismo fue aislado del tracto respiratorio de perros que padecian
mogquillo canino. Entre los afios 1912-1913 fueron aislados organismos con
caracteristicas idénticas a aquellos que habian sido descritos en el tracto
respiratorio de cobayos, monos y humanos, por lo que el organismo fue
renombrado como Bacterium bronchisepticus (Goodnow, 1980). En los afos
siguientes el nombre fue cambiado a Alcaligenes bronchisepticus en 1925,
Brucella bronchiseptica en 1929, Alcaligenes bronchicanis en 1935 vy
Haemophilus bronchisepticus por en 1946. La base de esas clasificaciones se
fundamentaba en sus caracteristicas bioquimicas, morfoloégicas y de
crecimiento, las cuales coincidian en mayor o menor medida con las
caracteristicas de los miembros de estos géneros (Hamidou Soumana et al.,
2017). Finalmente, la bacteria recibié el nombre con el que se le conoce
actualmente cuando Moreno-Lopez describi6 el género Bordetella spp, en honor

a Jules Bordet, quien fue el primero en aislar el organismo causante de la
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pertussis o tos ferina y las especies de Bordetella bronchiseptica (Goodnow,
1980). A finales de la década de 1970 fueron desarrolladas las primeras
vacunas de administracion parenteral que contenian bacterias enteras, asi
como vacunas de administracion intranasal que contenian bacterias vivas
modificadas para proteger a los perros de enfermedades asociadas a Bordetella
bronchiseptica (Ellis et al., 2014).

Por muchos afios, el complejo respiratorio infeccioso canino, también
conocido como tos de las perreras, fue considerado una enfermedad comun de
esta especie animal con una significancia clinica limitada que era facilmente
controlada a través de programas de vacunacion rutinaria. Durante la dltima
década, ha resurgido el interés en los patdégenos respiratorios caninos, debido
en parte por la poca eficacia de las vacunas actuales para controlar brotes de
enfermedades respiratorias, en particular en grandes poblaciones de perros
como los que se alojan en las perreras, asi como la emergencia o reemergencia
de patdgenos que producen cuadros clinicos mas severos o incluso fatales

(Priestnall et al., 2014).

Epidemiologia

Las bacterias del género Bordetella son de importancia primaria en la
medicina humana y la medicina veterinaria debido a su habilidad para colonizar
el tracto respiratorio, causando una amplia gama de infecciones pulmonares y
bronquiales (Hamidou Soumana et al., 2017). El patbgeno normalmente vive en
asociacion con su hospedero y coloniza las vias respiratorias altas de los

mamiferos (Book et al., 2001), tiene una gran variedad de hospedadores y es
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responsable de un amplio espectro de enfermedades en animales (Cattelan et
al., 2016). Aungue no es comun encontrar casos de humanos infectados con
Bordetella bronchiseptica, esta bacteria es capaz de ocasionar neumonia e
infecciones de vias respiratorias altas en los duefios de mascotas caninas. La
tragueobronquitis infecciosa canina se encuentra entre las causas mas
comunes de enfermedades respiratorias de inicio agudo en los perros y a pesar
de los programas de vacunacion, la inmunidad producida por la inmunizacion al
parecer no confiere proteccidbn completa contra la infeccion, ni el curso clinico
de la enfermedad o la diseminacion del organismo, debido probablemente a que
la traqueobronquitis infecciosa usualmente es resultado de la infeccion con el
virus de parainfluenza canina, virus de influenza canina, adenovirus canino tipo
Il'y Bordetella bronchiseptica (Ghasemzadeh y Namazi, 2015).

La enfermedad producida por Bordetella bronchiseptica es un
padecimiento de alta morbilidad y baja mortalidad, con signos clinicos mas
severos en cachorros y en perros que no cuentan con un historial de
vacunacion. El periodo de incubacion varia de tres a diez dias y la recuperacion
en casos leves puede darse en cuestion de dias sin la implementacién de un
tratamiento, aunque en ocasiones puede extenderse a un periodo de varias
semanas. La presentacion clinica de la enfermedad en su estado agudo inicia
con tos accesos de tos seguida de vomito la cual puede empeorar con el
ejercicio, aumento en la produccion de moco en la traquea, desarrollo de tos
productiva, descarga nasal y ocular de caracter serosa, mucosa O

mucopurulenta y estornudos. La presentacion con fiebre, letargia e inapetencia
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son menos comunes y generalmente se asocian a complicaciones bacterianas

del tracto respiratorio bajo (Ford, 2012).

Distribucion

El CRIC, también conocido como tos de las perreras o traqueobronquitis
infecciosa canina (TIC) tiene una distribucién mundial y se considera una de las
enfermedades infecciosas mas frecuentes en perros (Buonavoglia y Martella,
2007). Afecta el tracto respiratorio superior e involucra por lo general a varios
agentes infecciosos, provocando tos seca y descarga nasal. Es altamente
contagiosa lo que hace que poblaciones grandes de perros que conviven en
espacios reducidos sean mas susceptibles a contraer esta enfermedad, como
en el caso de los albergues de animales y guarderias para mascotas (Schulz et
al., 2014). A pesar de la implementacion de programas de vacunacion contra
Bordetella bronchiseptica y demas patdégenos asociados, los brotes de esta
enfermedad contintan reportandose en todo el mundo. Los perros de todas las
edades son susceptibles a la enfermedad, aunque los cachorros son
particularmente propensos a las infecciones bacterianas oportunistas. La
inmunidad natural posterior a la recuperacién de la infeccion es dificil de
establecer o medir debido a que la TIC es una consecuencia de la exposicion e
infeccion con multiples patdogenos actuando de forma individual o en

combinacion en un solo individuo (Ford, 2012).

Factores de riesgo
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La infeccion por Bordetella bronchiseptica ocurre con frecuencia cuando
un grupo de perros se mantienen confinados o conviven en algun evento, como
es el caso de los espectaculos de talentos o demostracion de razas de perros o
eventos deportivos de campeonato. La enfermedad es irritante, auto limitante y
puede progresar a una bronconeumonia. Ademas de sus propiedades
infecciosas, esta bacteria posee multiples factores de patogenicidad, resultando
en altas concentraciones de patdégenos que hacen mas eficiente la exposicion.
Asimismo, el estrés psicolégico al que son sometidos los perros por las grandes
concentraciones de animales, las diferencias entre la susceptibilidad del
huésped y estado inmune del mismo significan en conjunto, los factores de
riesgo mas importantes para esta enfermedad (Ellis et al., 2011). La infeccién
simultdnea con dos 0 mas agentes patdgenos asociados a la TIC en el mismo
paciente representa un riesgo significativo en el aumento de la morbilidad entre
perros susceptibles. Perros alojados en perreras privadas y comerciales,
tiendas de mascotas, refugios para perros e instalaciones que alojan a muchos
animales, como los hospitales veterinarios, tienen un riesgo significativamente
mas alto de exposicion e infeccion y la incidencia puede ser de hasta un 50-
90% (Keil & Fenwick, 1999) comparada a los perros que permanecen dentro de

su casa (Ford, 2012).

Prevalencia
El CRIC tiene una alta tasa de prevalencia alrededor del mundo,
particularmente en lugares donde existe una elevada densidad de animales

(Ford, 2012). En un estudio realizado en los Estados Unidos durante 2015 en
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once centros de control animal privados ubicados en los estados de California,
Arizona, Colorado, Indiana, Florida, Pennsylvania, Virginia y Carolina del Sur; la
prevalencia de Bordetella bronchiseptica como unico patdégeno del CRIC fue del
29.0%, la prevalencia de dos patdégenos involucrados en los casos fue del
12.7%, la prevalencia de tres patdégenos del 3.8% y con mas de 4 cuatro
patogenos la prevalencia fue de 2.2% (Lavan & Knesl, 2015). Es importante
sefalar que todos los perros que fueron incluidos en ese estudio eran
asintomaticos y clinicamente sanos cuando fueron admitidos a su respectivo
centro de control y su estado de vacunacion era desconocido, lo que sugiere
qgue los patégenos responsables del desarrollo del CRIC no se asocian
aleatoriamente y Bordetella bronchiseptica estuvo presente en todos los grupos
positivos. Los resultados de ese proyecto son indicativos que la presencia de
Bordetella bronchiseptica puede facilitar las co-infecciones e incrementar la

probabilidad de desarrollar un cuadro clinico CRIC (Ettinger y Kantrowitz, 2005).

Diagnostico

El diagndstico oportuno de infecciones causadas por Bordetella spp es
muy importante en la vigilancia y control de la propagaciéon de esta enfermedad,
sin embargo; en la practica de la medicina veterinaria de pequefias especies,
las infecciones de vias respiratorias se tratan regularmente aplicando terapia
con antibiéticos de amplio espectro sin realizar ninguna prueba o evaluacion
previa del estado de salud general del animal. La falta de un diagndéstico preciso
basado en pruebas de laboratorio para administrar una droga o antibiético

puede ocasionar afectaciones graves para el paciente (Garbal et al., 2016). Las
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herramientas de diagnostico utilizadas en la actualidad para el diagnéstico de
Bordetella spp incluyen el cultivo microbiolégico seguido de la caracterizacién
bioquimica (Diamini et al., 2012). Mas recientemente, se ha extendido el uso de
pruebas moleculares basadas en la amplificacion de acidos nucleicos, que
incluyen las plataformas de PCR y mas recientemente las plataformas RT-PCR;
las cuales superan algunas de las limitaciones del cultivo y los métodos
serolégicos para el diagnéstico de las infecciones ocasionadas por Bordetella

spp (Tizolova et al., 2014).

Cultivo microbioldgico

Los medios de cultivo de eleccion para el crecimiento bacteriano de
Bordetella spp son el agar Bordet-Gengou o el agar Regan-Lowe, en los cuales
se recomienda la adicién de cefalexina para inhibir el crecimiento de bacterias
contaminantes. Los platos son incubados a una temperatura de 35°C a 37°C en
camara humeda y concentracion de CO2 del 4%. Se recomiendan periodos de
incubacion de hasta 12 dias para obtener un nivel de sensibilidad 6ptimo, pero
generalmente Bordetella bronchiseptica forma colonias visibles después de 1 a
3 dias. EIl crecimiento de colonias debe verificarse diariamente para prevenir el
desarrollo de bacterias contaminantes. Después puede ser identificada
mediante reacciones bioquimicas, por aglutinacion empleando sueros
especificos o preferentemente empleando pruebas moleculares (Van der Zee et
al., 2015). El cultivo microbiologico tiene una sensibilidad del 12-60% y una
especificidad cercana al 100% y se estima que la sensibilidad del cultivo varia

entre 15 y 45% cuando la muestra se obtiene durante los 21 dias del inicio de
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los sintomas y de 0% si se obtiene tres semanas después (Van der Zee et al.,
2015; Aquino et al., 2012). EIl cultivo microbiolégico de muestras tomadas de la
nasofaringe se considera como la prueba de oro para la deteccion de las
diferentes especies de Bordetella spp y a pesar de que el cultivo microbioldgico
es altamente especifico, la sensibilidad no siempre es la 6ptima debido a que
las bacterias del grupo Bordetella spp son de lento crecimiento y el desarrollo

de bacterias contaminantes es frecuente (Arbefeville et al., 2014).

Diagnostico seroldgico

El diagnéstico serologico sigue siendo una de las primeras técnicas
utilizadas como apoyo para confirmar un cuadro clinico de Bordetella
bronchiseptica, a pesar de los problemas asociados a las pruebas seroldgicas
como el caso de la interferencia de anticuerpos si el animal posee un historial
de inmunizacion o enfermedad previa con Bordetella bronchiseptica; ya que las
reacciones cruzadas con otras especies de Bordetella spp o incluso con otras
bacterias es frecuente debido a la homologia de los lipolisacaridos de la
membrana bacteriana, ademas de la variabilidad en la respuesta humoral que
los animales desarrollan contra el antigeno bacteriano (Van der Zee et al.,
2015).

La infeccion con Bordetella bronchiseptica produce buenas respuestas
humorales con incremento en la concentracion sérica de anticuerpos IgA, IgG e
IgM contra mudltiples antigenos bacterianos, dentro de los que sobresale la

pertactina (PRN), una proteina de 69 KDa clasificada como factor de virulencia
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para Bordetella spp y que es el antigeno mas frecuentemente utilizado para la
determinacion seroldgica de la enfermedad (Ellis et al., 2014).

Existen ademas otras metodologias para detectar anticuerpos contra
Bordetella bronchiseptica, como los sistemas ELISA, pruebas de micro
aglutinacion, fijacibn de complemento, hemaglutinacion indirecta e
inmunotransferencia. En la actualidad, los sistemas ELISA para deteccion de
anticuerpos son los mas utilizados en la practica clinica debido basicamente a
su disefio, facilidad de utilizacion y estandarizacibn y a que se encuentran
disponibles comercialmente. El resto de las metodologias mencionadas tienen
sus aplicaciones bajo esquemas de estudios controlados para evaluacion de
vacunas, nuevos tratamientos antibidticos y terapias alternativas (Ellis et al.,

2014; Aquino et al., 2011).

Pruebas de PCRy RT-PCR

Se ha demostrado en varios estudios que las pruebas que utilizan la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tienen una probabilidad de dos a
cuatro veces mayor de detectar Bordetella spp en comparacion a los métodos
convencionales como el cultivo microbiologico o la serologia (Arbefeville et al.,
2014), debido principalmente a que las técnicas moleculares poseen una mayor
sensibilidad y especificidad (Martini et al., 2017). La mayoria de las pruebas
basadas en el PCR se basan en la amplificacion y deteccion de secuencias de
ADN homodlogas o heterbélogas especificas para cada especie de Bordetella
presentes en el genoma bacteriano, lo que permite un aumento la sensibilidad

de este tipo de pruebas (Martini et al., 2017; Bottero et al., 2013). Ademas, las
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metodologias que emplean el PCR o el RT-PCR, funcionan con protocolos de
laboratorio que reducen de manera importante el riesgo de contaminacion,
debido a que en principio, operan dentro de un sistema cerrado en gabinetes de
seguridad que una vez que los reactivos son mezclados, no se requiere un
manejo posterior que implique contaminacion (Van der Zee et al., 2015).

Se ha documentado que las técnicas basadas en el RT-PCR poseen una
sensibilidad entre 70-99% y una especificidad entre 86-100%, esta variabilidad
depende en gran medida del tipo de inhibidores presentes en la muestra de
donde se realiza la extraccion del ADN, del formato quimico utilizado para el
RT-PCR y el célculo correcto de las temperaturas dentro de cada ciclo, aunque
el factor mas importante es la seleccion del gen y secuencia de blanco
genomico definido para la prueba (Martini et al.,, 2017; Aquino et al., 2011).
Actualmente, el diagndstico molecular basado en técnicas RT-PCR para las
distintas especies de Bordetella spp, son ensayos que utilizan distintos métodos
de extraccion de ADN, asi como diversas plataformas quimicas y reactivos de
PCR. Antes de realizar el diagnéstico molecular de Bordetella bronchiseptica,
es necesario disefiar y establecer una ruta critica de protocolos de extraccion y
manipulacion del ADN que sera utilizado en las pruebas. Lo anterior, evita la
incorporacion de ADN en exceso, contaminantes e inhibidores del RT-PCR que
pudieran formar parte de la matriz de extraccion del acido nucleico, permitiendo
el desarrollo las condiciones mas o6ptimas para que el ADN objetivo sea
amplificado y posteriormente detectado (Gao et al., 2014; Aquino et al., 2011).

Algunas de las plataformas moleculares reportadas para el diagnodstico

de Bordetella bronchiseptica en muestras provenientes de perros sospechosos
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se fundamentan en la amplificacion de la secuencia intergenémica especifica
del gen estructural que codifica para flagelina (flaA), el principal componente
proteinico de los flagelos bacterianos (Khayer et al., 2014). Asi mismo, distintas
plataformas moleculares se basan en la amplificacion y deteccion de
secuencias de insercion (IS) presentes en multiples copias por genoma, lo que
aumenta la sensibilidad de la prueba de PCR. La IS481 e 1S1001 son dos
secuencias ampliamente utilizadas para la deteccion de Bordetella pertussis y
Bordetella parapertussis, respectivamente. Sin embargo se ha demostrado que
algunos aislados de Bordetella bronchiseptica también albergan 1S481 y/o
IS1001, lo que refleja una complicacién con la utilizacion de este gen para
discriminar entre las diferentes especias de bacterias del género Bordetella, sin
embargo; es de gran utilidad para establecer la presencia de Bordetella spp en
un espécimen proveniente de paciente no canino (Tizolova et al., 2014).

Uno de los genes blanco mas estudiados para el diagndstico de la
infeccion por Bordetella bronchiseptica en perros es el gen TonB (antes bfrz), el
cual codifica para un receptor del sideroforo de esa bacteria. Basado en la
amplificacion de un fragmento del gen TonB, Jinnerot y colaboradores (2015)
desarrollaron y validaron un sistema RT-PCR para deteccion de Bordetella
bronchiseptica en muestras de exudado nasal colectadas con hisopos
nasofaringeos de perros sintomaticos y asintomaticos de CRIC. Los resultados
de ese trabajo reportan que el RT-PCR demostré niveles de sensibilidad del
96%, especificidad del 100%, eficiencia de amplificacion de 95% con un limite

de deteccion de 4x102 unidades formadoras de colonia por mililitro (CFU/ml) de
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muestras clinica, lo cual corresponde a un valor tedrico de aproximadamente 10

equivalentes gendmicos por reaccion de RT-PCR.

MATERIALES Y METODOS

El objetivo de este trabajo consistié en el desarrollo e instrumentacion de una
plataforma RT-PCR para el diagnostico molecular de Bordetella bronchiseptica,
basada en la amplificaciéon de un fragmento del gen TonB empleando ADN
extraido de muestras de exudado nasal de perros asintomaticos y con sintomas

asociados al CRIC.

Localizaciéon del area de estudio

Las muestras de exudado nasal fueron colectadas en el Centro Municipal
de Control Animal (CMCA) de Mexicali, Baja California; asi como en una clinica
de pequefias especies de la misma ciudad. Las tareas de procesamiento de
muestras, extracciéon de ADN y pruebas RT-PCR en tiempo real se realizaron
en el area de Diagnostico Molecular del Laboratorio de Serologia de la Unidad
de Laboratorios de Diagndstico (ULADI) del Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias (IICV) de la Universidad Autbnoma de Baja California

(UABC) en la ciudad de Mexicali, Baja California, México.
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Muestras

Se colectaron 102 muestras de exudado nasal de las cuales 63 fueron
tomadas de animales capturados por el CMCA y 39 corresponden a perros que
acudieron a una clinica de pequefias especies de la ciudad. Los muestreos se
realizaron entre los meses de Febrero-Marzo y Septiembre-Octubre de 20109.
Las muestras del CMCA fueron tomadas durante el procedimiento de eutanasia
a que son sometidos los perros. Brevemente, los perros fueron sedados con
xilacina por via intramuscular y posteriormente sujetos a una sobredosis de
pentobarbital sédico, procedimiento que produce un paro cardio-respiratorio sin
sufrimiento del animal. Una vez alcanzado el plano anestésico profundo, se
colectdé una muestra de exudado nasal profunda utilizando hisopos a base de
dacron tipo escobetilla, depositando la muestra con el exudado en un tubo de
1.5 ml con solucién salina de fosfatos esteéril.

Las muestras obtenidas en la clinica veterinaria fueron tomadas de
animales asintoméaticos y que presentaban sintomas clinicos asociaos al CRIC
gue acudieron a consulta, no fue necesario el uso de ningun tranquilizante ni
relajante muscular, solo se utilizé un bozal y la restriccion manual al momento
de introducir el hisopo en la cavidad nasal profunda, recolectar la muestra y
posteriormente colocarla el tubo con solucion salina de fosfatos
correspondiente. Las muestras de exudado nasal colectadas en el CEMCA y en
la clinica veterinaria fueron almacenadas congelacion a -20 °C hasta el

momento de su procesamiento para extraccion de ADN.

Controles positivos para Bordetella bronchiseptica
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Como control positivo para las pruebas RT-PCR se utilizO ADN extraido
de la vacuna intranasal de uso comercial BronchiShield Il (Zoetis, México) que
contiene cultivos avirulentos de Bordetella bronchiseptica, ademas de virus

inactivado modificado de Parainfluenza Canina y Adenovirus Canino Tipo 2.

Oligonucledtidos para el gen sider6foro TonB de Bordetella
bronchiseptica

La plataforma RT-PCR se fundamenta en la amplificacion del gen TonB
que codifica para el receptor del sideréforo de Bordetella bronchiseptica con
ndamero de acceso GenBank NZ_CABEET010000001.1. La secuencia del gen
corresponde a una molécula de ADN gendmico de 2 583 pares de bases
publicada el 31 de julio de 2019. El gen TonB fue seleccionado debido a que
solo se expresa una copia de esta secuencia en la totalidad del genoma de
Bordetella bronchiseptica referida.

Para el disefio de los oligonucleotidos se utilizaron los programas

Primer3Plus versiébn 2.4, disponible en http://www.bioinformatics.nl/cqi-

bin/primer3plus/primer3plus.cqgi; el programa GenneRunner versién 6.1,

disponible en http://www.generunner.net/ y el programa OligoCalc version 3.2,

disponible en: http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. A partir de

estos programas se disefaron, evaluaron y seleccionaron los juegos de
oligonucledtidos que cumplen con las caracteristicas fisicas y quimicas de
longitud de primers de 20 nucleétidos con un contenido de GC entre 50 y 60%,
manteniendo una temperatura de fusién entre 50-65°C, evitar repeticiones >3

nucledtidos G o C continuos, verificar que las secuencias positiva y negativa no


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.generunner.net/
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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produzcan complementariedad y evitar la formacion de dimeros u otro tipo de
estructuras secundarias aberrantes. Asi mismo la plataforma RT-PCR se disefio
para producir un producto amplificado de 132 pb del gen receptor del sideréforo
TonB de Bordetella bronchiseptica; cumpliendo con lo recomendado para
obtener el tamafio 6ptimo de producto en un rango de 75 a 300 pb, ya que los
productos mas pequefios desarrollan mayor eficiencia.

A partir de la secuencia del gen receptor del sideréforo TonB de
Bordetella bronchiseptica y utilizando la paqueteria arriba mencionada, se
genero el oligonucleotido de banda positiva 5-CCACTTGCTGATCTTGTTGC-3"
y el oligonucledtido de banda negativa 3"'-GACCTGAACCTGTATTTCCAG-5".
La amplificacion por RT-PCR empleando estos oligonucleétidos genera a un
producto de 132 pares de bases. Las caracteristicas de los oligonucleétidos se
muestran en el cuadro 1.

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por GenScript LTD. (Piscataway,
NJ, USA), empacados y enviados liofilizados. Cada uno fue reconstituido con
agua grado biologia molecular. Brevemente, los tubos con el liofilizado se
centrifugaron a maxima velocidad por 10 segundos; posteriormente, dentro de
la campana de flujo laminar, se agregé a cada tubo 10 veces el valor de la
concentracion en nano moles (nM) referida por el fabricante para obtener una
concentracion estandar de 100 micro molar (uM). Los tubos fueron mezclados
en vortex por 30 segundos a maxima velocidad, incubados en refrigeracion a
4°C por 60 minutos y mezclados nuevamente a maxima velocidad en vortex.

Para las pruebas PCR tiempo real, la concentracion de trabajo de los

oligonucleotidos se establecié en 10 uM para lo cual se hizo una dilucion de la
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mezcla de la concentracion estandar 1:10 en agua grado biologia molecular,
produciendo cinco alicuotas de 200 pl cada una. Las soluciones estandar y de
trabajo de oligonucleétidos fueron almacenadas en congelacion a -20°C hasta
el momento de las pruebas PCR en tiempo real.

Cuadro 1. Secuencias y caracteristicas de los oligonucledtidos
disefiados a partir del gen receptor del sideroforo con referencia GenBank

NZ_CABEET010000001.1

GenBank: NZ_CABEET010000001.1

Oligonucleétido*

BbronF Sentido positivo
Secuencia: 5-CCACTTGCTGATCTTGTTGC-3
Inicio: 264,257 Longitud: 20 pb Tm: 54.8°C  GC: 50%

Oligonucleétido*

BbronR Sentido negativo

Secuencia: 3'-GACCTGAACCTGTATTTCCAG-5'.
Inicio: 264,368 Longitud: 21pb  Tm: 52.9°C GC: 47.6%
Producto: 132 pb

*Para el disefio de los oligonucleétidos se utilizé el programa Primer3Plus
version 2.4.

Estandarizacion de reactivos para el RT-PCR

Con el proposito de establecer las cantidades y concentraciones optimas
de reactivos para las reacciones de RT-PCR, se probaron los oligonucleoétidos

por triplicado a 200 nM, 400 nM y 800 nM con 1 pl, 2 puly 3 pl de ADN templete
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en un volumen total de reaccion de 10 pl, empleando una mezcla maestra
conteniendo EvaGreen (Biotium, Hayward, CA, USA), una tincion fluorescente

de alta afinidad para ADN de doble banda, no téxica ni mutagénica (cuadro 3).

Cuadro 2. Reactivos y volumen de reaccion para el PCR en tiempo real de

Bordetella bronchiseptica

Reactivo 200 nM 400 nM 800 Nm

Mezcla maestra 5ul 5ul 5ul

ADN templete*  1-2-3 pl individual  1-2-3 pl individual 1-2-3 p individual

Forward 0.25 pl 0.5 ul 1p
Reverse 0.25 pl 0.5 ul 1p
H.O 4 ul 3ul 2ul
Volumen final 10 pl 10 pl 10 pl

* EI ADN templete fue agregado al final en una campana de seguridad diferente.

Pruebas de RT-PCR

Los extractos de ADN fueron probados por duplicado en un termociclador
BioRad CFX96. En cada corrida se utilizaron tres controles positivos de ADN
extraido de la vacuna BronchiShield Ill, tres controles negativos conteniendo
mezcla maestra sin ADN templete, tres controles negativos conteniendo agua
grado biologia molecular y tres controles negativos conteniendo aire. Los

parametros de desnaturalizacion, hibridacion y extensién fueron calculados
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empleando la herramienta Protocol Autowriter de la paqueteria CFX96,
tomando en consideracion el tamafio del producto del PCR, la secuencia de los
oligonucledtidos y el tipo de enzima de la mezcla maestra. Asimismo, para cada
corrida se realizé el andlisis de curva de disociacion a partir de 75°C y hasta
95°C con incremento de 0.5°C para la identificacién de curvas de amplificacion
especifica para el producto de PCR de cada gen analizado y discriminar entre
artefactos distintos a la amplificacién del templete de ADN esperado.

Los resultados de las pruebas por RT-PCR fueron considerados positivos
cuando la muestra correspondiente logré6 una sefal fluorescente de
amplificacion por del valor de corte que la paqueteria CFX96 calcula en cada
corrida en un maximo de 40 ciclos. Los resultados fueron considerados
negativos cuando la muestra correspondiente no logré desarrollar una sefial
fluorescente de amplificacién por encima del valor de corte en un maximo de 40

ciclos.
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RESULTADOS

Estandarizacion del RT-PCR para Bordetella bronchiseptica

Para establecer las cantidades 6ptimas de reactivos en las reacciones de
RT-PCR para Bordetella bronchiseptica, se probaron los oligonucleétidos en
distintas concentraciones con diferentes volimenes de mezcla maestra
EvaGreen, condiciones que se resumen en el Cuadro 3.

Los resultados de la amplificacion y la curva de disociacion calculados
por el CFX96 demostraron que la combinacién 6ptima de reactivos para obtener
la maxima amplificacion en las muestras se logra mezclando los
oligonucledtidos BbronF y BbronR a una concentracién de 500 nM con 2 pl de
ADN templete, aplicando un ciclo de desnaturalizacién inicial de 95°C durante 3
minutos, seguido de 40 ciclos de 10 segundos de desnaturalizacion a 95 °C, 15
segundos de hibridacion a 54.7 oC y un ciclo final de extension de 15 segundos

a 95 °C.

Desempefio de controles positivos del RT-PCR para Bordetella

Los controles positivos de ADN extraido de la vacuna intranasal de uso
comercial BronchiShield Il fueron probados por triplicado produciendo un valor
promedio del ciclo de amplificacion (Ct) de 23.97 con una temperatura de

disociacion (Tm) promedio de 86.8°C.
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Cuadro 3. Optimizacion de oligonucledtidos con mezcla maestra EvaGreen

para el PCR en tiempo real de Bordetella bronchiseptica.

Reaccion®  Promedio Tm®  Promedio Ct® Reaccion®

200nM + 1 ul None 14.58 200nM + 1
200 NM + 2 pl 86.5°C 12.38 200 nM + 2
200 nM + 3 pl 86 °C 17.19 200 nM + 3
400 nM + 1 pl None 13.17 400nM + 1
400 nM + 2 ul 86 °C 11.68 400 nM + 2
400 nM + 3 ul 86.5°C 15.45 400 nM + 3
800 nM + 1 ul None 13.35 800 nM + 1
800 nM + 2 ul 87 °C 10.08 800 NM +2
800 nM + 3 ul 86.5°C 16.57 800 nM + 3

@ Concentracion de oligonucleétidos + pl de ADN en muestras por triplicado

®  Tm= Temperatura de disociacion

© ct = Ciclo de amplificacion

Los controles negativos, consistentes en tubos con mezcla maestra sin

ADN templete, tubos con agua grado biologia molecular y un tubo con aire no
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mostraron evidencia de amplificacion alguna en los 40 ciclos de cada corrida
correspondiente (Figura 1).

Figura 1. Curvas de amplificacion (A) y disociacion (B) de controles positivos y
negativos obtenidas durante el proceso de optimizacién del PCR en tiempo real

para Bordetella bronchiseptica.
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Resultados de RT-PCR para muestras de exudado nasal

Se probaron por duplicado un total de 102 muestras de exudado nasal de
perros capturados por el CMCA (n=63) y 39 muestras provenientes de perros
atendidos en una clinica veterinaria particular de Mexicali. Los resultados
generales de las pruebas RT-PCR indican que 28 muestras (27.5%)
desarrollaron una amplificacion por encima del valor de corte establecido por el
software CFX96 y fueron consideradas como positivas (Cuadro 4).

Para el caso del grupo de 63 muestras de ADN extraido de exudado

nasal de perros capturados por el CMCA de Mexicali, los resultados de las
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pruebas RT-PCR indican que 25 especimenes (39.7%) desarrollaron una
amplificacion por encima del valor de corte establecido por el software CFX96 y
fueron consideradas como positivas. De igual forma, para el grupo de muestras
de ADN extraido de exudado nasal de perros atendidos en una clinica de
pequefias especies privada de Mexicali, los resultados de las pruebas RT-PCR
indican que 3 de las 39 muestras analizadas (7.7%) lograron una amplificacion
por encima del valor de corte establecido por el software CFX96 y fueron

consideradas como positivas. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados generales y por grupo de muestras del RT-PCR para

Bordetella bronchiseptica.

Origen de Numero de
RT-PCR Positivo | RT-PCR Negativo
la muestra muestras (%)
CEMCA 63 (61.8%) 25 (24.5%) 38 (37.3%)
Clinica privada 39 (38.2%) 3 (7.7%) 33 (32.4%)
Total 102 (100%) 28 (27.5%) 71 (69.6%)
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DISCUSION

En el presente trabajo, se reporta el desarrollo e instrumentacién de un
sistema RT-PCR para el diagnéstico molecular de Bordetella bronchiseptica a
partir de ADN extraido de muestras de exudado nasal de perros atendidos en
una clinica veterinaria particular (n=39) y perros callejeros capturados por el
CMCA (n=63) que presentaron sintomas y sin sintomas de enfermedad
asociada al CRIC.

El sistema RT-PCR aqui descrito, se fundamenta en la amplificacion de
un fragmento de ADN de 132 pb del gen sider6foro TonB de Bordetella
bronchiseptica; dicho gen interactia con los receptores de superficie de las
células del epitelio respiratorio encargados de la absorcion y transferencia de
hierro, un elemento critico para la colonizacion de Bordetella en el tracto
respiratorio (Oviedo et al., 2019). Genéticamente, el gen TonB es altamente
conservado entre las distintas especies patégenas de Bordetella (Martini et al.,
2017; Linz et al., 2016; Jinnerot et al., 2015; Khayer et al., 2014), lo cual permite
una alta especificidad en la deteccion de Bordetella bronchiseptica a través de
plataformas moleculares como la aqui descrita.

Es importante mencionar que para la etapa de estandarizacion y
optimizacion de reactivos de la plataforma de RT-PCR se utilizaron controles
positivos de ADN extraidos de la vacuna Bronchi-Shield Il (Zoetis, México), un
biologico disefiado para la prevencion de tos de las perreras que contiene

cultivos atenuados de Bordetella bronchiseptica. La extraccion de ADN a partir
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de este biolégico y su utilizacion como control positivo de referencia,
proporciona evidencia de la correcta amplificacion del fragmento de ADN
correspondiente al gen TonB de Bordetella bronchiseptica en las muestras que
resultaron positivas y puede ser facilmente adaptado para su uso como control
positivo de referencia en plataformas de diagndstico molecular del gen TonB o
cualquier otro gen con valor diagnostico de esta bacteria en particular.

La plataforma RT-PCR para Bordetella bronchiseptica también incluyo la
aplicacion del analisis de la curva de disociacion, la cual consiste en medir la
temperatura especifica a la que una molécula de ADN de doble banda se
desnaturaliza y se separa en dos moléculas de banda sencilla independientes.
El analisis de la curva de disociacion representa una técnica sencilla de
ejecutar, sensible, econdmica, rapida y altamente comparable con las técnicas
de secuenciacion de nueva generacién (Seeb et al.,, 2011). Para el caso
especifico del producto amplificado de 132 pb del gen TonB, se genera una
curva de disociacion a una temperatura promedio de 86.8 °C, la cual es
especifica para el fragmento objetivo del RT-PCR, convirtiendo a esta
plataforma en una herramienta sensible, rapida y precisa para el diagnéstico de
Bordetella bronchiseptica asociada a CRIC en perros.

Tradicionalmente, las pruebas serologicas basadas en la deteccion de
anticuerpos tanto en humanos como en animales, han dominado las
plataformas de diagnostico para Bordetella bajo el argumento de que las
técnicas moleculares son inferiores debido al efecto de inhibidores del ADN
polimerasa presentes en las muestras de sangre (Lavan et al., 2015; Ellis et al.,

2014). Sin embargo, la utilizacion de reactivos de ultima generacion para
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extraccion de ADN, como los empleados en este trabajo, permiten la obtencién
de acido nucleico practicamente libre de inhibidores del ADN polimerasa,
resultando en un mejor desempefio de las pruebas y la obtencion de curvas de
amplificacion bien definidas tanto para los controles positivos y negativos como
para las muestras analizadas.

Los resultados de este trabajo muestran que aproximadamente 3 de
cada 10 perros se encontraban infectados con Bordetella bronchiseptica. Estos
datos representan el primer reporte que confirma la presencia de esa bacteria
en las poblaciones de perros con duefio y perros callejeros para esta region de
Baja California, aplicando una metodologia altamente sensible y especifica. Si
bien el nUmero de muestras analizadas en este trabajo no permite establecer
una tasa de prevalencia para Bordetella bronchiseptica en la region, es evidente
gue la poblacion de perros callejeros significa el principal reservorio de la
enfermedad, contabilizando 25/63 casos positivos, mientras que de las
muestras provenientes de perros con duefio atendidos en una clinica veterinaria
particular solo 3/36 arrojaron un resultado positivo. Lo anterior significa que es
7.89 veces mas probable (p<0.001) que ocurra un caso de Bordetella
bronchiseptica en perros callejeros que en perros con duefio que normalmente
viven en una casa.

Asimismo, esta ampliamente documentado que los perros callejeros
funcionan como reservorios para una gran cantidad de enfermedades
infecciosas, muchas de ellas zoonoticas, las cuales son transmitidas a los
humanos a través de aerosoles, saliva, distintas secreciones del sistema

respiratorio, urinario y heces. La transmision zoonética de Bordetella
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bronchiseptica ocurre principalmente a través de aerosoles provenientes de
perros infectados (Ghasemzadeh y Namazi, 2015) y se reconoce que el
incremento en las poblaciones de perros callejeros y perros que aunque tienen
duefio y viven en una casa habitacion se les permite deambular libremente en
zonas urbanas residenciales, implican mayor riesgo de contraer y transmitir
distintas enfermedades infecciosas (Ghasemzadeh y Namazi, 2015; Chomel,
2014).

En México, los reportes de infecciobn por Bordetella bronchiseptica en
perros son sumamente escasos, sin embargo, existe evidencia de la presencia
de esta bacteria como parte del CRIC en perros provenientes de una escuela
de entrenamiento canino y perros callejeros de la zona central de México,
donde se logré el aislamiento microbiolégico de 11 casos de Bordetella
bronchiseptica a partir de 130 muestras de exudado nasal para una tasa de
infeccion del 8.5%. De esos aislamientos, 5/11 (45%) provenian de muestras de
perros callejeros y 6/11 (55%) de canes que asistian a una escuela de
entrenamiento (Molina-Gonzalez et al., 2006). Esta Unica referencia que reporta
infeccion por Bordetella bronchiseptica en dos poblaciones distintas de perros,
difiere de los resultados obtenidos en este trabajo, donde la mayoria de los
casos (25/28) fueron detectados en perros callejeros, con una minima
proporcion en perros de casa. De igual forma, la tasa de infeccion general
(8.5%) es menor a un tercio de la obtenida en este trabajo, debido
probablemente a que las técnicas moleculares son mas sensibles y requieren

de solo unas cuantas moléculas de ADN para detectar la presencia de
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Bordetella bronchiseptica en las muestras analizadas (Martini et al., 2017;
Bottero et al., 2013).

En otro estudio realizado en la India cuyo objetivo consistia en establecer
la presencia de Bordetella bronchiseptica en perros aparentemente sanos y con
sintomas de CRIC, se analizaron 185 muestras de exudado nasal y suero
sanguineo empleando PCR de punto final. Los resultados de ese estudio
produjeron 14/185 resultados positivos para una tasa de infeccion del 7.6% y
100% de concordancia entre amplificacion por PCR a partir de muestras de
suero y de exudado nasal (Singh et al.,, 2015). No obstante, se emplearon
técnicas moleculares en dos tipos de muestras, en esa investigaciéon no se
especifica si las muestras provenian de perros callejeros o perros de casa,
aunqgue es evidente que la tasa de infeccion es baja comparada con la obtenida
para las poblaciones de perros en el municipio de Mexicali reportadas en el
presente estudio.

En un estudio mas reciente realizado en los Estados Unidos de América,
cuyo objetivo consistid en investigar la presencia de Bordetella bronchiseptica y
otros patdégenos de origen bacteriano y viral asociados al CRIC en perros con
sintomas y sin sintomas de enfermedad respiratoria, se probaron 559 muestras
de exudado nasal mediante una plataforma RT-PCR multiple. Los resultados
demostraron la presencia de Bordetella bronchiseptica en 51/559 muestras
analizadas para una tasa de infeccion del 10% en ese grupo de animales
(Maboni et al., 2019). Al igual que los trabajos mencionados previamente, la
tasa de infeccién por Bordetella bronchiseptica es relativamente baja (10%)

comparada con la obtenida en nuestro estudio, aunque es importante
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mencionar, que los agentes virales investigados en el trabajo referido,
resultaron con prevalencias mas elevadas; debido posiblemente a una situacion
eco-epidemiologica particular de la zona donde se realiz6 dicho estudio.

La mayoria de los estudios sobre la presencia de Bordetella
bronchiseptica en perros reportan prevalencias menores al 10%, sin embargo;
también existen reportes donde esta bacteria esta presente en un elevado
namero de casos de CRIC. Tal es el caso de un estudio realizado en Alemania
en 61 perros con sintomas de CRIC y 90 perros aparentemente sanos donde se
probaron muestras de exudado nasal por técnicas RT-PCR. Los resultados de
ese estudio demostraron la presencia de Bordetella bronchiseptica en el 78.7%
de las muestras analizadas por RT-PCR, principalmente en perros con
sintomas de CRIC, aunque también se detectd la presencia de la bacteria en
perros aparentemente sanos (Schulz et al., 2014). Los resultados de ese
estudio superan 3:1 la tasa de infeccién reportada para las poblaciones de
perros del municipio de Mexicali y demuestran que la infecciéon por Bordetella
bronchiseptica puede extenderse a un numero importante de perros en una
region particular.

La utilizacién de una plataforma de PCR en tiempo real como la aqui
descrita para la deteccibn temprana de Bordetella bronchiseptica puede
convertirse en una herramienta valiosa para el diagnostico rapido y certero tanto
de infeccién en casos individuales como en situaciones de brotes epidémicos
de esta enfermedad o bien, para establecer el diagnostico diferencial con brotes

de otras enfermedades del tracto respiratorio asociadas al CRIC.
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La prevencion de enfermedades zoonoticas trasmitidas por perros,
especialmente por perros callejeros, recae en gran medida en la capacidad de
los especialistas en salud de educar a la poblacion en temas que incluyan la
importancia de estas poblaciones de animales como vectores de distintas
enfermedades, las medidas de prevencion y control de las mismas y sobre la
tenencia responsable de mascotas, enfatizando en el papel que juegan en la
transmision y perpetuacion de estas enfermedades.

Como estrategia de accién contra la infeccion zoonética de Bordetella
bronchiseptica que utiliza al perro como reservorio y son transmitidas a través
del contacto directo con animales infectados, se sugiere adoptar la perspectiva
de una sola salud para abordar el problema de las zoonosis transmitidas por
perros domeésticos y callejeros en nuestra region, lo cual puede lograrse
promoviendo y compartiendo el conocimiento y la habilidad para reconocer la
existencia de este grupo de enfermedades por las profesiones encargadas de la
medicina humana y veterinaria, creando grupos de investigacién con miembros
de ambas profesiones en busqueda de ampliar el conocimiento sobre esta
problematica de salud, su epidemiologia, distribucion geogréfica y patogénesis;
y en conjunto, desarrollar pruebas de diagnostico sensibles y eficaces junto con
sistemas de vigilancia epidemiologica que ayuden a profundizar en el
conocimiento de las interacciones entre mascotas y animales peri-domésticos
que pudieran tener una participacion determinante en la epidemiologia de
Bordetella bronchiseptica de origen canino y sus implicaciones hacia la salud

humana.
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CONCLUSIONES

La plataforma RT-PCR desarrollada en este trabajo es una herramienta
confiable, sensible y precisa para la deteccion de Bordetella bronchiseptica en

perros.

El nimero de muestras que resultaron positivas (28/102) a la plataforma
RT-PCR aqui referida no puede ser extrapolada a la poblacion canina de la
region, sin embargo; sugiere una amplia distribucion de Bordetella

bronchiseptica en la poblacion de perros callejeros del municipio de Mexicali.

Se requiere de estudios epidemiolégicos adicionales, con un tamafio de
muestra estadisticamente apropiado, que incluya poblaciones de perros
callejeros y domésticos provenientes de zonas geogréficas representativas de
la regién para conocer la magnitud real del problema de Bordetella
bronchiseptica en la poblacion canina de la region y las posibles implicaciones

zoonoticas de la enfermedad.

La educacién como base fundamental para la comprensién de los
riesgos asociados a la presencia de perros domésticos o callejeros infectados

con Bordetella bronchiseptica debe ser propuesta como estrategia para la
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deteccidn, tratamiento y prevencién oportuna de esta enfermedad y otras

patologias zoonoticas transmitidas por los perros.
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