Articulo de revision

BORDETELLAS, MAS QUE SOLO PERTUSSIS:
GENETICA, GENOMICA, EVOLUCION Y NUEVOS
PATOGENOS PARA LA ESPECIE HUMANA

Santiago Sanchez Pardo*, Giovanny Alexander Jacome**, Grégory Alfonso Garcia MD***,
Jairo Munioz Ceron MD, MSc**** Nubia Ponce MSc***#**

Resumen

La Bordetella pertussis es un reconocido patogeno gram negativo relacionado con enfermedad respiratoria
aguda en la especie humana. Cada dia hay un mayor reporte de cuadros infecciosos producidos por otras
bacterias del género Bordetella. L.os modelos teoricos actuales y la evidencia cientifica en relacion con la
evolucion de las distintas bacterias del género, han abierto nuevas posibilidades de comprension para des-
cifrar los paradigmas en especiacion bacteriana, asi como los factores genéticos y genomicos involucrados
en tal proceso. El objetivo de este articulo es explorar la genética, la genomica y los hallazgos en filogénesis
del género Bordetella y difundir el conocimiento actual en relacion con el papel nosologico para la salud
humana de los nuevos patogenos del grupo.
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BORDETELLA GENUS, MORE THAN ONLY PERTUSSIS: GENETICS,
GENOMICS, EVOLUTION AND NEW HUMAN PATHOGENS

Abstract

Bordetella pertussis is a well known Gram-negative organism that causes acute respiratory disease in humans. There
is a trend of an increase in reported cases of infections caused by other bacteria of the Bordetella genus. Current
theoretical models and scientific evidence related to the evolution of the various species of this genus have open new
possibilities of understanding to solve the paradigms of bacterial speciation, as well as, the genetic and genomic fac-
tors involved in such process. The main objective of this article is to explore Bordetella genus genetics, genomics and
phylogenetic findings and extend current knowledge on the role of the new strains of this group as human pathogens.
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Introduccion

Pertussis (o tosferina) es un problema de salud ptbli-
ca mundial, dada la dinamica observada durante las
altimas décadas.!*® Desde el punto de vista epide-
miologico tendriamos en promedio 48.5 millones de
casos anuales a nivel mundial y 295.000 muertes por
ano si se proyecta al presente a partir de estadisticas
significativas como las del ano 2003.*

La incidencia de pertussis en Estados Unidos tuvo su
maximo pico en 1934, cuando se reportaron 260.000
casos.’ Después de la introduccion de la vacuna en los
anos cuarenta del siglo pasado, la mas baja incidencia
se report6 en 1976 con 1.010 casos.® La vacunacion
disminuy0 la frecuencia casi en un 99%, pero hacia
los afios ochenta se consolidé un incremento sos-
tenido.” En Colombia, dentro de las bioestadisticas
mas actuales, para la semana epidemioldgica 22 del
afo 2013, se han notificado 7.209 casos, distribuidos
en: 1.751 casos probables, 1.151 casos confirmados
por laboratorio, 4.195 casos descartados, 101 casos
compatibles y 11 casos confirmados por nexo epi-
demiologico. Para el 2012 a semana 22 se habian
notificado 6.289 casos.?

La vacunacion ha polarizado un cambio en la inci-
dencia de la patologia, tomada inicialmente como un
cuadro nosologico de poblacion pediatrica no vacuna-
da, a poblacidon vacunada desde el rango de infantes
hasta adultos. Este cambio epidemioldgico ha sido
explicado porque no se siguen los esquemas de vacu-
nacion completos y por la inmunidad de corta vida que
se ha encontrado con la vacuna acelular. Adicional a
ello, una gran variedad de estudios han descubierto,
que bajo este nuevo panorama epidémico, los adoles-
centes y adultos proveen un definitivo reservorio como
fuente de mayor transmision.”$ 12

Dentro de los nuevos patdgenos que se estan encon-
trando como causa de enfermedad en escenarios muy
particulares, son las distintas especies del género
Bordetella, muchas de ellas compartiendo similitu-
des patogénicas. Esto plantea intrigantes preguntas
sobre la evolucidn, la genética y la gendmica de estos
organismos en conjunto. El objetivo de este articulo

de revision es ofrecer un marco conceptual en relacion
con estas tematicas y brindar informacion sobre el rol
infectopatogénico de los miembros no pertussis del
género Bordetella."

Definiendo el género Bordetella

Las especies de Bordetella son bacterias del phylum
proteobacteria de la subclase beta-proteobacterias
(al menos 75 géneros y 220 especies), del orden
Burkholderiales, de la familia Alcaligenacea.'*" En
la clasificacion contemporanea y holistica de Cava-
lier-Smith en la cual se toman en conjunto aspectos
fenotipicos y genotipicos, las betaproteobacterias
corresponden al linaje filogenético de las Chroma-
tibacterias, compuesto por el complejo unificado de
las B y y proteobacterias.>*>

Los microorganismos de este género se caracterizan por
ser cocobacilos gram negativos pleomorficos pequenos
entre 0.8 y 0.4 um, encapsulados y no productores de
esporas. Su metabolismo es aerobio estricto (con la
excepcion de B. petrii que es un anaerobio facultativo).
Algunas especies son moviles como B. bronchiseptica,
B. avium, B. hinzii y B. trematum.">"

Todas las especies poseen actividad catalasa, oxidan
aminoacidos y no fermentan carbohidratos como la
glucosa. Su temperatura de crecimiento Optima esta
en el rango de 35 a 37°C. Se agrupan por genotipo
y se diferencian por fenotipo de acuerdo con pruebas
morfoldgicas, fisiologicas y antigénicas, sobresaliendo
el crecimiento en agar McConkey, motilidad, tipos de
acidos grasos, variedad de isoprenoide-quinonas, cata-
lasa, oxidasa (reactivo de Kovécs o de Gaby-Hadley),
actividad ureasa, produccion de pigmento pardo y asi-
milacion de citrato. '

B. pertussis es el miembro del género mas sensible
y con el mas lento crecimiento in vitro, el cual
es inhibido por 4cidos grasos, iones metalicos,
stlfidos y perdxidos. El aislamiento de B. pertussis
requiere un medio que contenga sustancias
denominadas protectivas como el carbon vegetal,
sangre o almidon. El medio tradicional de cultivo
es el Bordet-Gengou cuya base es almidon de
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papa. Otras especies son menos exigentes y pueden
crecer en agar sangre o agar MacConkey. El medio
con base de carbon de Regan-Lowe suplementado
con glicerol, peptonas y sangre de caballo u oveja,
puede también usarse y provee mejor aislacion y
cultivo que Bordet-Gengou.!!7-1

Dentro de las técnicas de genotifipicacion de las
especies del género Bordetella, algunas con un
incipiente pero futuro impacto en diagndstico y
seguimiento, se encuentran la hibridacion de ADN
(ADN-ADN y ADN-ARN) ADN polimérfico
amplificado al azar (del inglés RAPD randomly
amplified polymorphic DNA method fingerprint), el
contenido de guanina-citosina (GC), la tipificacion
de fagos, la electroforesis de multilocus de enzimas
(MLEE multilocus enzyme electrophoresis), la
genOmica comparativa de secuencias (16S and 23S
rADN), el analisis genomico amplio por medio de chip
de ADN (GWAS genome wide analysis for microarray
based comparative genome hybridization), la
presencia o ausencia de elementos de secuencia de
insercion (IS Insertion sequence elements), al igual
que su distribucidn en combinacion con polimorfismos
de ADN generados vy el analisis de patrones de
restriccion de ARN ribosomal amplificado (ARDRA
amplified ribosomal restriction analysis).''31°

Dentro del género Bordetella se han determinado al
presente nueve especies:

* B. pertussisw (hu, de bacteria adaptada a la especie
humana).

* B. parapertussi, 2 subespecies: B. parapertussiso
(ov, de bacteria adaptada a ovinos) y B. paraper-
tussisy (hu, a la especie humana).

* B. bronchiseptica.
* B. avium.

e B. hinzii.

*  B. holmesii.

* B. trematum.

* B. petrii.

* B. ansorpii.

Genética y genomica de la
evolucion del género Bordetella

Al presente se ha caracterizado el material genético de
siete especies del género Bordetella, en algunos casos
como B. pertussis incluyendo varias cepas.?* A partir
de ello se han logrado las siguientes estimaciones:

* El mapeo genético de cinco especies.

e Los genomas de B. pertussis, B. parapertus-
sis 'y B. bronchiseptica, estan constituidos por
4.086.186 de pares de bases (bp), 4.773.551 bp
y 5.338.400 bp.

¢ Se han encontrado un total de 3.867-3.873, 4.467
y 5.072 genes para B. pertussis, B. parapertussis,
y B. brochiseptica.

* B. avium posee un genoma de 3.73 Mb (Megaba-
ses) y 3.502 genes, y B. petrii 5.29 Mb y 5.089
genes.>?’

El analisis genético y gendmico comparativo permite
determinar que la primera especie del género sobre el
planeta fue B. petrii y dentro del dendrograma evolu-
tivo un antecesor de B. bronchiseptica es la precursora
de B. pertussis y B. parapertussis.*®

La evolucion dentro del género Bordetella ha sido
marcada por la adquisicion y la rapida multiplicacion,
la recombinacion cromosomica y la diversificacion de
los elementos SI (secuencias de insercidon) o transposo-
nes simples?®, que corresponden a secuencias génicas
moviles, pequenas (700-2500 bp), que no acarrean mas
informacion que la requerida para su autorreplicacion
y movilidad.” Teniendo en cuenta lo anterior, se puede
mencionar que:

e B. pertussis tiene 3 SI: IS 481 (238 copias), SI
1.002 (6 copias) e SI 1.663 (17 copias).

* B. parapertussis tiene 2 SI: SI 1.001 (22 copias),
IS 1.002 (90 copias).

* B. bronchiseptica: 1a presencia de elementos varia
entre cepas, es asi que la cepa RB50 no contienen
secuencias SI, pero otras cepas tienen secuencias
IS 481, IS 1.001 e IS 1.663.
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La tipificacion genética de los distintos tipos SI cola-
boran en la genotipificacion de las especies:

* Varios laboratorios especializados usan la detec-
cion de SI 481 para B. pertussis, pero puede tam-
bién encontrarse en B. holmessi.

* La deteccion de SI 1.001 es indicadora de B. pa-
rapertussis, aunque esta Presente en cepas de B.
bronchiseptica'y B. holmessi.

* El marcador genético SI 1.002 es marcador de ce-
pas de B. pertussis y B. parapertussis.>**

La pérdida de genes especificos en las Bordetellas mas
antiguas, ha permitido la evolucion de nuevas especies
filogénicamente hablando. Se puede aseverar esto ba-
sandose en el hecho de que B. pertussis pierde genes
necesarios para la supervivencia como un organismo
de vida libre, es por ello que esta especie bacteriana
tiene un crecimiento in vitro tan sensible y su incapa-
cidad de crecer en ambientes a temperaturas menores
a 37°C.* Dentro de los factores involucrados en la
evolucion del género también se interroga el papel de
la transferencia horizontal a través de bacteriofagos®®’,
dado el hallazgo de un fragmento de ADN denominado
Bg-A que ha sido solo identificado en B. pertussis 'y es
un sistema profago temperado (bacteridfago capaz de
existir en forma de profago hacia el interior de una bac-
teria huésped) que codifica para un putativo sistema de
restriccion/modificacion generador de diversidad.*®3°
También se interroga si en la evolucion del género ha
jugado un papel esencial la transmision y adaptacion
interespecie diana.*

En relacion con el contenido guanina-citosina (GC)
se ha podido deducir que en los miembros del grupo
B.bronchiseptica se halla 66-68G+Cmol%, en B. hinzii
65-67G+Cmol%, en B. trematum 64-65G+Cmol%, y
B. avium posee 62G-Cmol %, es entonces claro que B.
avium es el género relacionado mas distante, 31523254142
Otra conclusion factible a partir de estos datos es que
hay cierta uniformidad genética dentro del género, lo
que permite pensar que la especiacion dentro de el ha
ocurrido hace unos pocos cientos de ahos. Hay eviden-
cia que sugiere que B. bronchiseptica es el ancestro

evolutivo méas antiguo del grupo, y que las dos espe-
cies adaptadas a la especie humana B. pertussisy. y B.
parapertussis, evolucionaron en forma independiente
a partir de diferentes linajes. Ademas B. parapertussis
esta mas relacionado con el grupo B. bronchiseptica
que B. pertussis, permitiendo deducir que B. paraper-
tussis €s mas reciente en su aparicion por especiacion
biolégica'13,15,23—25,41»44.

La uniformidad observada en el género Bordetella
soporta la hipotesis que el fenomeno de especiacion
puede en verdad ser reciente. Incluso, a favor de ello
esta el hecho de que la primera observacion del cua-
dro semiologico de Pertussis ocurrio en Francia hacia
1414, la primera epidemia en la historia esta fecha-
da hacia 1578 en Paris, y como tal las caracteristicas
epidémicas y clinicas fueron descritas en 1640 por
Guillaume de Baillou.**

El potencial de colonizacion y patogenicidad humana
de B. pertussis, 'y B. parapertussisw, no €s en prin-
cipio mediada por la adquisicidon de nuevos genes,
sino por recombinacion del material genético, el cual
ha condicionado la generacidon de pseudogenes (358,
200-220y 18, respectivamente). Los pseudogenes son
remanentes de lo que fueron en alglin momento evolu-
tivo previo genes activos, que han sido silenciados por
mutaciones, lo cual restringio las condiciones del nicho
a colonizar. Muchos pseudogenes se forman a partir
de la insercion de elementos SI, lo que se denomina
como mutaciones transposonicas.>?’

Al comparar los genomas del grupo B. bronchisepti-
ca, el perfil de virulencia y la adaptacion a diferentes
huéspedes se explica por silenciamiento selectivo de
genes. Prueba de esto es que dentro de la genomi-
ca comparativa se ha podido concretar la presencia
de 358 pseudogenes en el genoma de B. pertussis y
200-220 en B. parapertussis, al igual que la pérdida
de genes, relacionados con los sistemas de transporte
de membrana, metabolismo de pequenas moléculas y
biosintesis de componentes biomoleculares de super-
ficie. Quizas los dos ejemplos mas contundentes son:

* El operdn de la toxina Pertussis (PTX) el cual es
un islote de patogenicidad bacteriano que contiene
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5 genes (ptxA—ptxE). Si bien se ha ratificado que
todas las especies del grupo B. bronchipseptica
poseen tal complejo regulador transcripcional,
solo B. pertussis lo expresa siempre, y en ocasio-
nes se ha encontrado en las otras dos especies. El
analisis genético especifico, ha indicado que B.
bronchiseptica y B. parapertussis no tienen un
dano estructural del operdn en si, sino del promotor
multifuncional de éste (mutaciones inactivantes).
Esto sucedi6 como un proceso de silenciamiento
génico mediado por mutaciones o insercion de
elementos SI, que origind pseudogenes silentes o
delecion total génica.'315:23:25:3549.50

* Las cepas de B. bronchiseptica son flageladas y
moviles. El mismo sistema de genes involucrado
con estas funciones se encuentra en el genoma
de B. pertussis 'y B. parapertussis, el fenobmeno
entonces es similar al que sucedid con el operon
de PTX.13,15,23,25,27,35

El grupo B. bronchiseptica:
nueva entidad unificada de tres
especies y sus diversas cepas
especie especificas

Tomando la informacion que se ha podido documentar a
partir de las técnicas de genotipificacion mencionadas,
las preguntas sobre la biogénesis evolutiva, el perfil
de huésped blanco y el patron de patogénesis de las
distintas especies del género Bordetella generan un
sinfin de interrogantes. Dentro de estas tempranas
conclusiones hay evidencia concreta de que B.
pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica
comparten caracteristicas genéticas y genOmicas, al
igual que ciertas propiedades tales como el hecho de
ser patdgenos de mamiferos y causar enfermedades de
impacto econdémico importante en la salud humana y
en la crianza animal.

Estos tres patdgenos tienen en comiin su adquisicion
por parte del huésped a través de gotas de secrecion
ventilorrespiratoria, el fuerte trofismo por los cilios
de las células de la mucosa alta, la colonizacidén
seguida por proliferacion dentro de las células de la
mucosa ciliada lo que culmina en ciliostasis, injuria

del epitelio, induccidon en la liberacion de moco
y generacion de inflamacion local.'*!'*'7"!% Es por
esto, que existe tendencia actual a comprender a
estas tres especies como miembros de un grupo B.
bronchiseptica. A largo plazo entonces se redefinira
la taxonomia vigente hoy y se tendra entonces que
hablar de B. bronchiseptica subspecies pertussis 'y B.
bronchiseptica subspecies parapertussis. B. holmessi
comparte cierta identidad genética y gendmica con B.
bronchiseptica, B. pertussis y B. parapertussis, pero
no las caracteristicas de virulencia de estas, por lo cual
se la eXCluye del grupo.1—3,13,15,17-19,23,25—27,43,44

B. pertussis y B. parapertussis

B. pertussis o con nomenclatura adecuada en el futuro
como B. bronchiseptica subespecie pertussis €s un
patdgeno estricto para la especie humana sin haberse
identificado un reservorio animal. B. pertussis junto
con B. parapertussis son los patbgenos mas comunes
del género que se asocian con enfermedad ventilo-
rrespiratoria en la especie humana. B. pertussis es
el agente de la tosferina en la especie humana y B.
parapertussis causa un cuadro similar pero de clinica
mas moderada. B. parapertussis al igual que B. per-
tussis no tienen un reconocido reservorio ambiental.
B. parapertussis es causa de infecciones del tracto
ventilorrespiratorio en ovejas, habiéndose identificado

una cepa especifica denominada como B. parapertus-
Sngv. 1-3,16-19,51-53

B. bronchiseptica

B. bronchiseptica es un agente etiologico de enfer-
medad ventilorrespiratoria en animales. Su papel en
infeccion va desde el extremo de sblo colonizacidon
persistente, a una enfermedad debilitante. Una carac-
teristica peculiar es el hecho de que las cepas especie
especificas son mas virulentas que aquellas que se
comportan como de amplio perfil animal infeccioso
animal. Dianas de este agente bacterial son los cone-
jillos de indias, ratas, ratones, zorrillos, zarigiieyas,
conejos, mapaches, gatos, perros, hurones, zorros,
erizos, ovejas, cerdos, coalas, leopardos, caballos, y
galagos menores (o del Senegal). Ejemplos de zoomor-
bilidad son la traqueobronquitis en perros denominada
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como tos de las perreras, la rinitis atrofica y bron-
coneumonia en cerdos, bronconeumonia supurativa
con neumonitis intersticial en conejos, y en conejillos
de indias se han descrito exudados mucopurulentos
o catarrales y afeccion del oido medio.!*!6:195455 En
ocasiones pacientes inmunosuprimidos pueden desa-
rrollar la infeccion tras la exposicion a animales.>>%

B. avium

B. avium es un patdgeno en granjas avicolas, causando
coriza aviar y rinotraqueitis. Ha sido aislado eventual-
mente en cultivos de muestras bioldgicas a partir de
pacientes con otitis media cronica.'-13-1967-71

B. hinzii

B. hinzii también es un agente que coloniza el tracto
ventilorrespiratorio de animales de granjas avicolas,
produciendo la denominada coriza del pavo tipo I1.7?
Existen reportes en la literatura en donde ha sido
aislado a partir del esputo de pacientes con fibrosis
quistica.”™ Se ha asociado como causa de bactere-
mia en pacientes inmunocomprometidos con sindrome
mielodisplasico’, en infeccion por herpesvirus tipo 4
(virus del Ebstein-Barr’®), asi como en septicemia en
pacientes inmunocompentes’”’®y en colangitis cronica
en trasplante hepético.”

B. holmessi

B. holmessi ha sido caracterizado por el Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de los Estados
Unidos, como un miembro del grupo no oxidador 2
(NO2 nonoxidizer group 2)."-31¢1980 Recibid su nom-
bre en honor al investigador que hizo un variado grupo
de aportes a la bacteriologia, Barry Holmes. Hay evi-
dencia actual de que su transmision puede darse de
persona a persona, como se pudo ratificar en un recien-
te estudio japonés.®' Se ha encontrado como agente
etiologico en cuadros ventilorrespiratorios similares
a pertussis.?*%7

Hay una gran diversidad de reportes de este agente
patdgeno en distintos escenarios clinicos tales como:

bacteremia aislada®, bacteremia en asplenia®-®!, me-
ningitis en asplenia®, bacteremia en hemodialisis®,
septicemia con endocarditis y falla respiratoria®, neu-
monia adquirida en la comunidad en pacientes con
sindrome nefrdtico”, endocarditis en valvula protésica®,
pericarditis infecciosa en paciente con linfoma®”, me-
ningitis en mujer anoréxica®, bacteremia en pacientes
con anemia de células falciformes™'%%, artritis sépti-
ca en adolescente con anemia hemolitica cronica!® y
neumonia intersticial y lobar con progresion a fibrosis
pulmonar en adolescente inmunocompetente.'™

B. trematum

B. trematum ha sido aislada a partir de lesiones ulce-
rosas cuténeas en diabéticos'® y en otitis media.'’

B. petrii

Es un patogeno excepcional a la familia por cuanto
es un agente anaerobio facultativo. Fue primero ais-
lado de una fuente ambiental (biorreactor anaerdbico
enriquecido en sedimento de rio'’’) y hace poco se
reportd como agente causal de mastoiditis supurativa
cronica!®, osteomielitis mandibular'® y enfermedad
pulmonar cronica (bronquiectasias difusas y persis-
tencia bacteriana mayor a un ano).''’

B. ansorpii

Primero se aisld en el exudado purulento de un quiste
epidérmico."'! Después se identifico en pacientes in-
munocomprometidos.'!?

Conclusiones

Los avances en genética y genOmica permiten un
mayor entendimiento de la dindmica evolutiva de los
procariotas (procariontes) y claro ejemplo de ello es la
comprension parcial de la filogénesis del género Bor-
detella y por extension de otras familias bacterianas.
El conocimiento derivado de ello permitird una con-
cepcidn mas certera de los fendmenos de variacion de
los organismos bioldgicos. Varias de las bacterias del
género Bordetella estan apareciendo en el panorama
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de salud humana como definitivos agentes patdgenos
y de ahf la necesidad perentoria del conocimiento de
su biologia y patobiologia por parte del personal de
salud. Surgen interrogantes sobre cual seria el meca-
nismo de reaparicion de esta patologia. ;Obedece a
especiacion bacteriana, a fallas en las estrategias de
inmunoprevencion o a ambas?
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