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RESUMEN

La tos ferina es una enfermedad altamente infecto-contagiosa de las vias
respiratorias ocasionada por Bordetella pertussis, un bacilo corto Gram negativo que
se transmite directamente mediante estornudos. Actualmente continba como un
problema de salud publica a nivel mundial presentdndose mas reciente como
reemergente. Su diagndstico continda con dificultades, ya que no se puede utilizar
solo un procedimiento para la obtencién de un resultado rapido y fiable. Por lo que
realizar una evaluacién del diagndstico es oportuno y necesario para un seguimiento
epidemiologico de la Tosferina por Laboratorio que permita un margen de
confiabilidad amplio en el estado.

El estudio es de tipo observacional, retrospectivo y experimental. Se procesaron
muestras de pacientes con diagnostico de Tos ferina durante el periodo del 2009 al
2012 mediante cultivo, Rt-q-PCR y serologia en microplaca de Manclark.

Aungue el cultivo presenté alta especificidad, su baja sensibilidad lo pone en
desventaja coincidiendo con Sanz en 2002. La sensibilidad y especificidad
observada por el Rt-g-PCR permite la toma de decisiones de forma precoz, pero sin
embargo, los altos costos de la infraestructura y el equipo necesario la sitian en
desventaja para la utilizaciébn de manera rutinaria en los laboratorios, ademas de no
permitir el seguimiento de los cambios que sufre Bordetella pertussis. La serologia
mostrd ser una herramienta Gtil en el diagnéstico, especialmente en los casos sin
vacunacion, casos graves y pacientes adultos; ademas ofrece resultados en 48

horas, pero presenta una baja especificidad.

Por lo anterior el empleo de las tres técnicas es complementario y puede abundar en
cuanto al diagnostico apoyando al médico en el manejo y tratamiento, siempre que

las condiciones del paciente y la muestra coadyuven con las técnicas mencionadas.

Palabras clave: Bordetella pertussis, Tos ferina, diagnéstico, serologia,

cultivo.
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ABSTRACT

Whooping cough is a highly contagious disease of the respiratory tract caused by
Bordetella pertussis, a Gram negative short bacillus that is directly transmitted
through sneezing. He continues as a public health problem worldwide presenting a
reemerging latest. Diagnosis continues to struggle, as no one can use a procedure
for obtaining a quick and reliable result. So make a diagnostic evaluation is
appropriate and necessary for an epidemiological monitoring Laboratory Pertussis by
allowing a wide margin in the state reliability.

The study is observational, retrospective and experimental. Patient samples were
processed diagnosed with whooping cough during the period from 2009 to 2012 by
culture, RT-g-PCR and serology Manclark microplate.

Although the crop presented high specificity, low sensitivity puts you at a
disadvantage coincide with Sanz in 2002. The sensitivity and specificity observed by
RT-g-PCR allows decisions early, but nevertheless, the high costs infrastructure and
equipment necessary to place it at a disadvantage in the use routinely in laboratories,
in addition to not allow monitoring of the changes undergone by Bordetella pertussis.
Serology proved to be a useful tool in the diagnosis, especially in cases without
vaccination, serious cases and adults; also it provides results in 48 hours, but has
low specificity.

Therefore the use of the three techniques are complementary and may abound in
diagnosis supporting the physician in the management and treatment, provided that

the conditions of the patient and the sample contribute to the above techniques.

Keywords: Bordetella pertussis, whooping cough, diagnosis, serology,

culture.
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1.0 INTRODUCCION

Con la introduccion de las vacunas contra la tos ferina hace més de 50 afios en todo
el mundo, se produjo una disminucion en los casos de la enfermedad, pero no su
desaparicion ' 2 3 4 ademas de acompafarse de una subestimacion de Bordetella

pertussis como un problema clinico de importancia > & 7.

En los ultimos afios, B. pertussis ha marcado nuevamente su importancia clinica,
manteniendo prevalencia y mas recientemente como patdgeno reemergente con un
cambio en su patron de infeccion, siendo adolescentes y adultos que han recibido
vacunacion entre los afectados 7' 8. Entre las posibles causas de su propagacion, se
considera a la dificultad diagndstica como el principal motivo, ya que al presentarse
un cuadro atipico de la enfermedad se puede confundir con facilidad con otras

enfermedades de las vias respiratorias ° 1112, 22,164,

1.1. Tos Ferina

La tos ferina (TF), es una enfermedad altamente infecciosa de las vias respiratorias,
exclusiva de humanos y con una prevalencia a nivel global 4 0. Es de origen
bacteriano, ocasionado por Bordetella pertussis, un bacilo corto o diminuto Gram
negativo que tiene un tropismo especial por las células ciliares del epitelio
nasofaringeo!® 245 326 Se transmite por contacto directo de persona a persona
siendo en extremo contagiosa con tasas del 90% al 100% entre individuos
susceptibles no vacunados 16 242, Se considera desde la antigliedad como un
padecimiento de la infancia 13% 150, 151, 152" gin embargo, puede presentarse a
cualquier edad aungue no con los mismos sintomas 153 154 entre el grupo de
adolescentes, adultos y ancianos, los sintomas pueden reducirse solo a una tos
persistente u ocasional, o de forma asintomética, por lo que son considerados como

portadores de transmision entre la comunidad 155 229,236,

Es conocida desde el siglo XVIl y descrita inicialmente por Baillou quién la denominé
como tussis Quintin después de una epidemia en Paris en 1578 y posteriormente por
Sydenham en 1679 como pertusis, que del latin significa per, intensa y tussis, tos 1
18,19, 337 Sin embargo, se le ha denominado con diversos nombres a través de las
épocas y lugares donde se ha presentado, para diferenciarla de otras enfermedades

como: cogueluche (francés), enfermedad de los 100 dias (Japonés), tos en quintas,

LESP-QFB Pag. 1



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

el canto del gallo, tos convulsa (Espafa), tosse comprida (Brasil), pertussis o tos
ferina como es conocida en nuestro pais, que significa “tos de una fiera” 13 20,21, 367,
368, Fue aislada por primera vez en 1906 a partir de una muestra de esputo de un
paciente por Bordet y Gengou y sus primeros ensayos para la inmunidad fueron
realizados entre 1914 y 1923 por Hess, Luttinger y Madsen. Siendo que la primera
vacuna desarrollada contenia células de la bacteria de forma inactiva, la cual, se
introdujo hacia el pais de Estados Unidos en 1940. Pero la presencia de reacciones
adversas, llevo hacia la busqueda de nuevas vacunas mas puras introduciéndose
inicialmente en Japén en 1981 22, Un padecimiento que se presenta con menor
gravedad es el Sindrome coqueluchoide, enfermedad que implica agentes del
género Bordetella, otras bacterias y virus 2.

1.2. Epidemiologia

La infeccion por Bordetella pertussis es un importante problema de salud publica a
nivel mundial 2% 23 24242 Se encuentra con mayor frecuencia en paises en vias de
desarrollo donde ha condicionado mortalidad y es menos frecuente en los paises

donde se han alcanzado buenas coberturas de vacunacion 25 219. 326,

Su prevalencia es en cualquier época estacional, incidiendo en los meses de frio y
con aparicion en picos de cada dos a cinco afios, independientemente de la latitud
y/lo la inmunizacién adquirida por las vacunas % 27 28 29, 30 Se |e considera en
extremo contagiosa con tasas que van del 50 al 80% en los &mbitos escolares y del
90% hasta el 100% entre los contactos no inmunizados, argumentando ademas, que
la fuente de contagio suele ser la madre (33%), o el padre (16%) en la mayoria de
los casos 3 234 235 249,338 principalmente afecta a los menores de un afio y con
mayor riesgo de complicaciones e incluso mortalidad entre los neonatos vulnerables
de seis meses o menores que no han recibido una dosis de la vacuna 3% 32 33,34 E|
Centro para Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) argumenta, que son los
menores quienes alcanzan 20 veces mas la incidencia, de los cuales, dos tercios

son hospitalizados 26.

En los ultimos afios, los brotes epidemiol6gicos reportados entre los adolescentes y

adultos, han permitido aclarar la compresion de este grupo, como portadores y

LESP-QFB Pag. 2
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principales medios de transmision hacia los menores, que por razones audn
desconocidas, los casos contindan ocurriendo mas frecuentemente entre el género

femenino y en pacientes con problemas de obesidad 3 28 34,36, 37,

1.2.1. Incidencia Mundial

Durante las décadas de 1920 y 1930, la tos ferina fue una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en todo el mundo * 3% 237 En Estados Unidos de
Ameérica, el nimero de incidencia por la enfermedad se encontraba mayor a 175,000
casos que originaban 8,000 defunciones anuales. Registrdndose para 1994, 40
millones de casos con 360,000 defunciones en todo el mundo 38 3,

Para 1998, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) habia llegado a la conclusién
de encontrarse lejos de la erradicacion de la enfermedad, ya que los casos que se
habian reportado en ese entonces, correspondian a los menores de un afio (62%),
siendo el 32% los menores de tres meses de vida. De los cuales, dos tercios de los
casos habian sido contagiados dentro de su ambito familiar (padre, madre o
hermanos) & 2%’ y en aumento para el 2002 con un nimero de defunciones de
294,000 a nivel mundial. ElI nUmero de casos registrados durante el periodo de 1982

al 2002 correspondio a 3,1 casos por 100,000 habitantes.

En el 2005, los paises pertenecientes a la region Oriental mostraban un aumento de
la enfermedad siendo el registro de mayor frecuencia para Irag con 1,050 casos y
3,128 casos para el 2006 4% 4% 143 Considerando para el 2008, de acuerdo a la OMS
el registro de tos ferina fue de 16 millones de casos con presencia de 195,000

defunciones a nivel mundial 20 42.237, 328

En la region de las Américas, el nimero de los casos evidenciaban una tendencia a
su disminucién con un registro de 3,883 casos para el 2004. Epoca durante la cual la
cobertura vacunal habia sido del 80 al 95% entre los menores de un afio de vida con
DPT; y del 93% para el 2009 en la misma edad. Pero a pesar de la extensa
vacunacion estimada, en los ultimos afios se ha observado la prevalencia de B.
pertussis con aumento en su incidencia. Durante el periodo del 2000 al 2010 la

Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) registro un total de 226,185 casos

LESP-QFB Pag. 3
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gue indicaban el incremento a partir del 2007; afio en el cual el pais de Costa Rica
emitié una emergencia sanitaria en una de sus comunidades por la muerte aparente
de bebés 3°2, notificando 14 casos para el afio de 2011 y 18 casos para el 2012. Asi
mismo para el 2012 en Peru, se registraron 769 casos con incremento de 20 veces
méas al presentado en el 2011, de los cuales el 67% correspondieron a casos

confirmados 278: 344, 345

Durante el 2012, la OPS emiti6 alertas epidemiolégicas hacia todos los paises de las
Américas, donde el registré en el reporte fue de 20,000 a 30,000 casos, siendo los
paises de Argentina, Colombia, Chile, Brasil, Guatemala, Paraguay, Estados Unidos

de América y México quienes presentaron un incremento notorio por tos ferina 43 329
330, 357

En los Estados Unidos de América, el estado de Washington declaro epidemia por la
presentacion de mas de 4,000 casos ** 229 341, 346 E| pais de Argentina, registro
7,967 casos para el 2011 y de 3,245 casos por cada 100,000 habitantes para el
2012 19 339, 3%5; y ¢| pais de Chile, 2,275 casos para el 2011, afio en el que la
mortalidad fue para mas de la mitad de los casos entre los menores de un afio 33
348 En Colombia, la notificacion fue 1,373 casos para el 2012. Notificandose un total
de 226,185 casos durante el periodo 2000- 2012 326, 330, 347, 366 En Brasil, se
notificaron 2,000 casos con 47 defunciones para el 2011 y 1,723 casos con 33
defunciones para el 2012 357, En Uruguay, el registro fue de 636 casos presentando
8 muertes por la enfermedad durante el 2011 22. En Venezuela, el registro total fue
de 401 casos para el afio 2012 336 y para Canad4, de 4,800 casos para el 2012 3%
230 El registro hasta el mes de noviembre del 2013, fue de 4,184 casos por tos ferina

a nivel global 354,

Las estimaciones mas recientes de la OMS estiman que se presentan de 40 a 50
millones de casos que originan 300,000 defunciones anuales por tos ferina en todo
el mundo, aunque las cifras pueden ser mayores dado que su presentacion clinica
suele confundirse con facilidad con otras enfermedades respiratorias 43 45 46 47, 279,
Asi mismo, se considera que tos ferina ocupa el quinto puesto en mortalidad infantil

causada por una enfermedad que es prevenible por vacunacion 4 22 34, 48, 330, 367
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1.2.2. Incidencia en México

En México, durante los afios de 1929 y 1931 la infeccion por B. pertussis fue
considerada como la tercera causa de muerte entre los menores de 5 afos de vida.
Esto, por la frecuencia con la que los menores adquirian el agente antes de que
pudieran comenzar su estancia preescolar, causando mas de un cuarto de millén de
defunciones, siendo el 40% entre los menores de un afio de vida los que se
consideraban como inadmisibles 33!, Los primeros registros sobre la enfermedad
fueron durante los afios 60 y 70 mediante encuestas epidemiolégicas donde se
notificaba una seropositividad de B. pertussis del 15.3% para 1965; del 24.7% para
1966 y del 33% para el afio de 1973. La ultima seroencuesta registrada fue durante
1987 donde se determinaron aglutininas de 25,666 muestras mediante serologia de
nifos de entre 1 a 15 aflos de edad obteniéndose una frecuencia de aglutininas
acumulada del 66.5%, siendo mas frecuente en los titulos de 1:16 con 24.9% 49 %0,
Pero con la introduccién de la vacuna en México, se llevd a una disminucion

progresiva de la enfermedad a partir de 1980 con 10 casos por 100,000 habitantes
16, 241

En relacion al registro de casos por estados, durante 1988, Veracruz presenté un
brote por tos ferina donde evidenciaron a 85 (18%) de los casos mediante la técnica
de serologia; perteneciendo al grupo de edad entre los siete y 11 meses de edad.
Mientras que en Jalisco, un estudio de 103 casos de sindrome pseudo-pertussis,
evidencié al 16.5% como tos ferina, siendo el 60% confirmado por laboratorio;
frecuencia en la cual el grupo de edad mas afectado se encontré entre los menores
de tres a 11 meses de edad #°. En la Cuidad de México, durante el 2003, se realizé
un estudio transversal entre escuelas secundarias, donde se registr6 durante el
periodo del mes de septiembre del 2002 a marzo de 2003, la confirmacion de B.
pertussis en 32.8% de los 61 estudiantes estudiados, considerandose al 10.6% (20

casos) positivos mediante técnica de PCR 5051,

Durante el 2009, se informo la presencia de brote por tos ferina en Michoacan,
argumentando dos casos en el municipio de La Piedad, y 15 casos en Uruapan 352,
Sin embargo, a partir del afio 2008, se encontraban notables incrementos en el

namero de casos con 162 casos a nivel nacional y una incidencia de 0.15% por
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cada 100,000 habitantes. Siendo el 2005 (tres casos) y 2009 (cinco casos) los afios

con mayor incidencia por tos ferina en México * 41.

Grafica 1. Casos e incidencia de tos ferina en México 2000-2011.
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Fuente: Comité Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. 2012. Aviso epidemiol6gico de Tos
ferina: Incremento de casos de tos ferina en América. CoNaVe/2012/02/TOS FERINA.

Grafico 2. Casos e Incidencia de tos ferina por estado. México 2011.
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Fuente: Comité Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica. 2012. Aviso epidemiol6gico de Tos
ferina: Incremento de casos de tos ferina en América. CoNaVe/2012/02/TOS FERINA.

De acuerdo a los informes por parte del Comité Nacional de Vigilancia

Epidemiolégica (DGE), durante el 2009 la notificacion de los casos fue de 2,375
casos probables, 579 casos confirmados, y 44 defunciones, de los cuales el 57%

pertenecieron a los menores de un afio; y asi mismo, para el 2011 el incremento de
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los casos fue de 19% al registrado para el 2010 (Gréfico 1) %°. El 16% de los casos
registrados fueron identificados mediante PCR, siendo los estados de Sonora (61
casos); Nuevo Leon (75 casos); Tamaulipas (46 casos); Chiapas (47 casos) y Jalisco
(43 casos) los mas afectados 33+ 36, Estas entidades concentraron el 60% de los
casos del pais, correspondiendo el 85% a los lactantes menores de un afio (Gréafico
2).

Pese a la poca informacion sobre la epidemiologia actual de la enfermedad en
México, tos ferina continba como un problema importante de salud publica. De
acuerdo al aviso epidemiolégico emitido por la CoNaVe durante el 2012, donde se
argumenta el no encontrarse incremento notorio en los casos por la enfermedad a
los emitidos por los demas paises de las Américas, se considera que la carga real de
la enfermedad se encuentra subestimada, ya que solo dos casos son registrados
como tos ferina de 10 casos con sindrome coqueluchoide; considerando a la baja

sospecha clinica o la dificultad de su confirmacién como las principales causas 28 326,

1.2.3. Reemergencia de la Tos Ferina

Con la reemergencia que presento la tos ferina en los Ultimos afios, por el
incremento de casos entre adolescentes y adultos con antecedentes de vacunacion
y presentaciones atipicas a la enfermedad, se puso en evidencia el creciente

caracter persistente y la importancia de Bordetella pertussis en todo el mundo & 7 10
19

El incremento en su prevalencia entre las personas de mayor edad, es de las
caracteristicas destacadas y principal factor de su resurgimiento entre la poblacion,
determinando ademas que son quienes conforman los reservorios importantes del
patdgeno y principales fuentes de transmision hacia los nifios sin o parcialmente
vacunados %2 323, Aungue la localizaciéon de B. pertussis en ellos, es considerado aun

como desconocido.
Entre los argumentos sobre la reemergencia de la tos ferina, puede mencionarse

como posible causa un cambio genético que B. pertussis ha sufrido en la cepas

circulantes, lo que pudiera justificar la disminucién en la eficacia de las vacunas 3* 38
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39,41,53,332 Otra de las aparentes causas, es la Inmunoseleccion entre las cepas mas
virulentas formuladas en base a la coleccién para elaboracién de las vacunas '8 %6,
Esto determinaria la capacidad de inmunizacidon que presentan las vacunas actuales
contra las cepas circulantes, ya que presentan variaciones pledmorficas con
respecto a las presentes en las vacunas. Ademas de que pese a las altas coberturas
gue se pretende establecer, aun se quedan demasiados lactantes menores sin una
sola dosis de vacuna, lo que argumenta la posibilidad en el incremento de contraer

de mayor forma la enfermedad.

La baja eficacia que presentan las vacunas, se piensa que es una de la causas por
las que el grupo afectado de adolescentes y adultos que ya fueron vacunados
durante su infancia, tiendan a sufrir de una reinfeccién por B. pertussis, y que a su
vez se presenten de forma asintomatica, atipica o severa 2+ 46 51, Ademas de
mencionar la existencia del aumento en el indice de sospecha, esto sobre todo en
los adultos, ya sea por la manifestacion de los sintomas de manera mas precisos y/o

por lo avances en los métodos para su diagnéstico como la PCR y serologia 57 8,

1.3. Género Bordetella

Las especies que constituyen el género Bordetella son [-proteobacterias
pertenecientes a la familia Alcaligenaceae 59 0 247. 252/ Sy taxonomia mas reciente,
reconoce a nueve especies dentro del género: B. pertussis, B. parapertussish,, B.
parapertussisoy (adaptada a ovejas), B. bronchiseptica, B. holmesii, B. hinzii, B.
avium, B. trematum, y B. petrii 34 37, 42,61, 62,63, 246: y 3 una especie mas aislada en el
afio 2005 pero con una descripcién formal aun pendiente: B. ansorpii (Cuadro 1)
65,66, 67 Siendo de las especies que se encuentran dentro del género: B. pertussis, B.
parapertussis, B. bronchiseptica, B. holmesii y B. avium las asociadas en producir

patogénesis infectando el tracto respiratorio de mamiferos 5% 68. 69,70, 71,72, 73,74, 340,

LESP-QFB Pag. 8



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

Tabla 1. Especies del Género Bordetella

PRIMER N
ESPECIE AISLAMIENTO DESCUBIERTA | HUESPEDES | ENFERMEDAD ARTICULADO
$L2'tﬁefr°f'ca' Matto, S, et al 2005
Bordetella 1896 i Mamiferos broi uitis Rosales, ME, et al 2003
bronchiseptica In fecgiosa Basurto, FJ, et al 2005
. Piancola, LA, et al 2012
canina (TIC)
. Healy, MC, et al 2011
oo, | s | Senunes ey | oo o
parap ) INS (México) et al 2011
Bordetella Legrand, JC, et al 2007
pertussis 1906 - Humanos Tos CDC, et al 2010
Elahi, S, et al 2005
Nei, T et al 2012
Weyant, RS, et al 1995
B;;ﬁzlilia 1983 - Humanos Tos Reischl, U, et al 2001
Piancola, LA, et al 2012
Yih, WKk, et al 1999
Spears, PA, et al 2003
N /2001
Bordetella avium 1967 Canada Avesy Pavos | Bordetelosis ogl.Jera et al 200
Harrington, AT, et al
2009
Juyipong, T, et al 2013
Aves Register, KB, et al 2003
Bordetella hinzii 1995 Francia Y Bacteriemia | CDC, et al 2013
Humanos .
Hayashimoto, N, et al
2008
Infecciones Daxboeck, F, et al 2004
Bordetella Opticas y de shah, NR, et a/ 2013
1996 - Humanos , P , y Murray, PR, et al 2007
trematum oido, ulceras de
ie diabético Sacco, RE, et al 2000
P Koneman, et al 2008
Inft:)cifjlgnes von Wintzingerode et
Bordetella petrii 2001 Humanos L al 2001 Zelazny AM, et
mandibula,
. . o al 2013
fibrosis quistica
. Soo Ko, K, et al 2005
Bordetella 2005 Humanos | 'Mfeccionde o N et al 2007
ansorpii heridas

Mooi, FR, te al 2007

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

Se encuentran estrechamente relacionadas en su fisiologia, pero con variaciones en

sus propiedades genéticas, fenotipicas e inmunoldgicas 3% 7> 76, Fueron cultivadas

por primera vez en carbén de lefia-medio a base de Pollack en 1947 y se trata de

bacilos cortos o diminutos Gram negativos (Imagen 1) que presentan una tendencia
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bipolar en su colonizacion; son catalasas positivas, aerobios estrictos, anaerobios
facultativos, con metabolismo respiratorio no fermentativo; siendo varias de las
especies en extremo fastidiosas ya que requieren de aminoacidos para su

reproducciéon como la nicotiamida, cisteina y nitrégeno organico > 77 333,

Imagen 1. Morfologia Microscopica de Bordetella pertussis.
. AR A www.idimages.org

~e

a) Tincién gram de B. pertussis.
Fuente: http://www.idimages.org/images/organismdetail/?imageid=1858&altimageid=1882.

Para su aislamiento mediante cultivo, requieren de medios enriquecidos como el
tradicional Bordet-Gengou 6 Regan-Lowe, donde se desarrollan en forma de
colonias pequefias, lisas, brillantes casi transparentes con presencia de hemodlisis 8.
Son muy parecidas morfolégicamente a Haemophilus influenzae, es por ello que en
su pasado, el género se encontrg clasificado junto con otros agentes bacterianos
gue incluian a Brucella, Alcaligenes y Haemophilus influenzae 79, pero después de
extensos estudios realizados, la hibridacion de DNA y RNA confirmaron la filogenia
comun que existe con especies de Alcaligenes, pasando asi a ser parte de la familia
Alcaligenacea (Imagen 2), donde actualmente reside en la subdivision B> junto con

los géneros Achromobacter, Sutterella, Pelistega y Taylorella 2° 80. 81,82,
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Imagen 2. Taxonomia del género Bordetella.

Domain Bacteiia
Phylum BXII. Profeobacteria

Class II. Betaproteobacteria
Order I Burkholderiales
Family II. Alcaligenaceae

Genus HI. Bordetelia

Bordetella pertussis
Bordetella avium
Bordeteila bronchiseptica
Bordetella hinzii
Boirdetella holmesii
Bordetella parapertussis
Bordetella petrii
Bordetella tremartum

Fuente: Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. 2004. Taxonomic Outline of the
Prokaryotes, 2" Edition.

1.3.1. Bordetella pertussis

El agente causal de la tos ferina 131 2342 36, 247 pertenece a uno de los primeros
microorganismos descritos en la época de la Microbiologia con mas de 100 afios 2.
Se trata de un bacilo corto o diminuto Gram negativo con una afinidad muy especial
por tracto respiratorio de humanos con ningun animal conocido o0 reservorio
ambiental, aunque hay menciones que puede infectar a roedores, primates y
lechones en condiciones experimentales 37 133, Tiene un tamafio de 0,2 a 0,3 um de
largo por 0,5 a 1,0 um de ancho 83 75134 Su nombre Bordetella pertussis en honor al
bacteriélogo de origen belga, Jules Bordet 135 337, Es un aerobio estricto y anaerobio
facultativo, inmovil, de metabolismo oxidativo, que se encuentra de forma aislada o
en pares y raras veces en cadenas cortas; considerado como la especie dentro del

género que presenta mayor necesidad nutricional para su crecimiento 63 70, 136, 137,
138, 139, 219, 237.

De cultivo dificil 242 361, Es en extremo exigente ya que es muy sensible ante algunas
sustancias y metabolitos toxicos presentes en medios de cultivo como &cidos grasos
insaturados, iones metalicos, sulfuro coloidal y peroxidos por lo que sus medios
deben encontrarse enriquecidos por almidén, carbon vegetal, albumina, sangre o

alguna sustancia que pueda protegerla 6 140. 333 Pgsee un namero importante de
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factores de virulencia que estan relacionados con su capacidad de infectar al
paciente 41369, Crece en medios selectivos de Bordet-Gengou donde se desarrolla
en forma lenta apareciendo a partir del 3 al 7-15 dia como colonias lisas, convexas,
brillantes traslicidas como perlas pequefias con semejanza a gotitas de mercurio
rodeadas por una zona B-hemolisis estrecha (Imagen 3), sobre todo después de una
incubacion prolongada 5137142, Es susceptible al frio y a la desecacion por lo que

debe mantenerse el medio en alta humedad 149,

Imagen 3. Morfologia Macroscépica de Bordetella pertussis

a) Colonias de B. pertussis visto en Estéreomicroscopio, 32x.
Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.

1.4. Manifestaciones Clinicas de la Tos Ferina

La presentacion de sintomas son resultado de la infeccién por B. pertussis en el
paciente 143, Estos dependen de factores como la edad, la vacunacién previa a la
infeccion, la presencia de anticuerpos desarrollados de forma pasiva a la vacuna y la
administraciéon de antibiéticos previos a la infecciéon 144 145 146 En los menores de
edad con vacunacion parcial, puede presentarse de forma alterada en su
presentacion, verse complicada por infecciones virales simultaneas del tracto
respiratorio o ser confundida con otras enfermedades como asma, sinusitis, rinitis

alérgica, neumonia, tuberculosis y epilepsia 47> 134,146,
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B. pertussis se transmite por contacto directo de persona a persona, a través de
pequefias particulas de saliva que son diseminadas en el aire por tos o estornudos
gue se ingieren y le permiten hospedarse con mayor facilidad mediante la
produccion y liberacion de toxinas 147 148, 247,248,353 'No se conoce el contagio de esta

enfermedad por vias como fémites u otros 145 149,237,

Su periodo de su incubacion es de siete a 10 dias, donde el paciente poco a poco va
desarrollando sintomas que son especificos de la enfermedad 156 231, 232, 247, 353 En
los nifios pequefios, los Unicos sintomas que pueden presentarse son apnea
(Interrupcioén de la respiracién) y/o la cianosis (Coloracién azul de la piel) 2%6. Existen
tres estadios de la enfermedad, desarrollandose en tos ferina clasica, grave o atipica

de acuerdo su estado de gravedad 17 131, 145,157,

1.4.1. Tos Ferina Clasica
Clasicamente dura cerca de seis a 12 semanas, durante el cual, principalmente los
nifos no vacunados desarrollan tres fases de acuerdo a los sintomas con relevancia

como fase catarral, paroxistica y de convalecencia 149 159, 160, 353

1.4.1.1. Fase catarral, inicial o prodrémica
De comienzo insidioso, por lo regular del quinto al doceavo dia después de la
adquirir a B. pertussis 4% Se caracteriza por presentar sintomas que son

inespecificos y que pudieran confundirse faciimente como un “resfriado comdn” o

“gripe”.

Durante este estadio, se encuentra malestar como catarro, estornudos, tos leve,
inflamacion de la mucosa, descarga nasal, lagrimeo, ademas de anorexia y tos
nocturna que evoluciona a diurna e incluso puede presentarse una discreta
conjuntivitis 19 9. 158, 161 | 3 temperatura del paciente es normal o ligeramente
elevada de vez en cuando 37 146. 219 Sy tasa de contagio durante esta fase es muy
elevada al igual que la posibilidad de aislar a la bacteria por abundancia del
microorganismo en el epitelio 18 333, Esta fase puede durar de una a dos semanas

(Figura 1) 63, 236, 353
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Figura 1. Diagrama de evolucion clinica de tos ferina “clasica”
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Tomado y modificado de: Sapian Loépez LA. 1991. Bordetella pertussis Microbiologia y
Diagnéstico. Secretaria de salud. Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos “Dr. Manuel Martinez Baez”. Publicacion Técnica del INDRE No. 5. México D.
F.

linfocitosis

1.4.1.2. Fase paroxistica, convulsiva o espasmaodica

Es la evolucion después del séptimo al catorceavo dia después de la primera fase
145 Se conoce como tos en quintas o tos en estaccata por la apariciéon de cinco a 15
golpes de tos fuertes y repetidos que se presentan con mdultiples expectoraciones
violentas que pueden dejar al paciente en un estado de completa confusion o incluso
llegar a la asfixia 33% 365 Autores argumentan que las crisis pueden durar hasta 30
minutos 267 387 pero que clasicamente terminan en un silbido inspiratorio prolongado
que se escucha al finalizar una crisis de tos conocido como “el canto de un gallo” 53

149,162,349 pyede presentarse vomito y ocasionalmente pérdida del conocimiento.

Durante esta fase, se observa cianosis, salivacién, lagrimeo, ojos saltones,
protrusion de la lengua y sudoracion profunda; en los nifios con dosis de vacunacion
la presencia de la tos parece ser menor que en los que no han recibido vacuna 25 %,
También, se encuentra un aumento de leucocitos que pueden rebasar los 50
000/mms3, con un predominio en los linfocitos de hasta del 90% (Figura 2) 24 158 161,
163,164 Esto, por la actividad que presentan las toxinas que libera B. pertussis en

traguea y bronquios, las cuales le permiten diseminarse con facilidad en el paciente.
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Figura 2. Desarrollo de la tos ferina en menores de tres meses de vida
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Tomado y modificado de: Sapian Lopez LA. 1991. Bordetella pertussis Microbiologia y
Diagnéstico. Secretaria de salud. Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos “Dr. Manuel Martinez Baez”. Publicacién Técnica del INDRE No. 5. México D.
F.

El “silbido inspiratorio” es causado por la inspiracion del aire a través de la glotis
tumefacta y estrechada. Probablemente, por ello se justifica la aparicion de
complicaciones que provocan neumonias, que son la verdadera causa de la
mortalidad por esta enfermedad o en menor frecuencia, la aparicion de lesiones
cerebrales. El desarrollo de esta fase puede ser muy grave, por ello, es necesaria la

asistencia ventiladora entre los menores de un afno.

1.4.1.3. Fase convaleciente o de convalecencia

Comienza por lo general después de las cuatro semanas del inicio durante el cual,
existe la disminuciéon de la frecuencia de los ataques de tos paroxisticas 4°. La
gravedad de las crisis y a un ritmo mas lento, la tos va desapareciendo junto con el
vomito. El cultivo para B. pertussis o0 las pruebas en Reaccién en cadena de la
polimerasa (Rt-g-PCR) resultan negativo en este estadio. Los leucocitos y linfocitos
van disminuyendo paulatinamente hasta alcanzar sus niveles normales 8. Puede

durar de uno a tres meses 3 355,

1.4.1.4. Complicaciones de la Tos ferina clasica
Las complicaciones aparecen entre el 5-6 % de los casos 23 33 causando en su

mayoria defuncién entre los neonatos en su primer aflo de vida. Entre las mas
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comunes se pueden encontrar a la encefalopatia con pérdida de conciencia,
convulsiones, atelectasia pulmonar, neumonia, enfisema mediastinal, neumotorax,
bronquiectasias y otitis media 143 145 157, 165,236 | 3 neumonia puede ser un evento
primario generado por la infeccioén por B. pertussis o puede resultar de una infeccion
secundaria por otros patdgenos (S. aureus, S. pneumoniae) la cuél es causante del
90% de las muertes por la enfermedad 34143144, 162 | 5 convulsiones son secuelas
generadas por la accion toxigénica de B. pertussis en la que algunas ocasiones
puede encontrarse asociada a una laringitis aguda °> 136, La causa de la
encefalopatia no esté claramente explicada debido a la falta de un animal apropiado,
pero los mecanismos sugeridos incluyen a la anorexia secundaria a los paroxismos
de tos, la hipoglucemia secundaria a los efectos toxicos de la toxina pertussis (PT) y

hemorragia intracerebral, que se inducirian a esta complicacion.

1.4.2. Tos Ferina Grave

Se define como tos ferina grave a los casos que presentan insuficiencia respiratoria
(hipoxemia refractaria), apneas, convulsiones, hiperleucocitosis (>100 000
leucocitos) y/o fallo renal principalmente entre los menores de tres meses de vida 3%
153, 162, 166, 167, 168 | os |actantes que padecen la infeccién, en su mayoria con
esquemas de vacunacién incompleta pueden desarrollar falla respiratoria grave
complicada por hipertension pulmonar (HTP) progresando rapidamente a un shock
cardiogénico refractario e irreversible hasta la mortalidad 6% 170 171 Particularmente
son severas pero con un riesgo en muerte cercano al 3%. En estos casos, el
sintoma inicialmente observado suele ser la apnea y las convulsiones debidas a la
hipoxia resultante de la apnea. Las convulsiones pueden durar de 15 a 60 segundos
y en los menores de seis afios de edad puede existir el riesgo de un paro
respiratorio. Un rapido aumento en los leucocitos debe tomarse como indice para
introducir al lactante en cuidados intensivos 1% 22335 | a HTP es consecuencia de un
sindrome de hiperviscosidad y trombosis arteriolar que se produce por accion directa
y liberacién de toxinas de B. pertussis 10 172:173.342 | 3s terapias de soporte vital para
la tos ferina grave se trata con Oxido nitrico inhalado, inodiladatores (milriona),
Vasodilatadores (Sildenafil) y oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO)

pero estas son poco efectivas 174 175 176,343 | 3 mayoria de los casos de mortalidad
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por B. pertussis ocurren en los menores de cinco afos, especialmente mientras

cursan su primer afio de vida 3.

1.4.3. Tos Ferina Atipica

La tos ferina atipica o asintomatica entre los contactos familiares es comun 19 37, 177,
178 debiéndose al hecho de haber recibido dosis de vacunacion en su infancia, por lo
gue la memoria inmunitaria que se queda en el paciente conduce a una enfermedad
poco severa pudiendo ser confundida con otras causas de tos crénica como asma,
sinusitis 0 goteo postnasal 179 180, 181,129 pyede ser responsable de entre 12% y el
32% de la tos crénica en adultos 82 269,

1.5. Patogénesis

El proceso de infeccidbn de B. pertussis y la evolucion de la enfermedad se
encuentran regulados por la interaccion de los factores de virulencia con los
reguladores especificos del huésped (adhesion al epitelio), la evasion hacia los
sistemas de defensa, el dafio tisular y su lucha de persistencia dentro del paciente *°

22, 37,183

Figura 3. Factores de virulencia de Bordetella pertussis.
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Tomado y modificado de: http://ffyeahmedlab.tumblr.com/post/18603035599/owltian-mia-
bordetella-pertussis-the
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El proceso comienza con la adherencia de B. pertussis a las células ciliares del
epitelio nasofaringeo " 279, Proceso implicados por sus diversos factores de
virulencia como la Toxina pertussis (PT), la Hemaglutinina Filamentosa (FHA),
Aglutinégenos (Fim), Pertactina (Prn), Endotoxina (LPS), Toxina Dermonecroética
(TD) y Citotoxina traqueal (TCT) quienes le permiten la unién especifica a las células
al epitelio para su posterior colonizacién (Imagen 3) 157 182, 184, 185, 236, 359 | g
expresion de estos factores se encuentra bajo el control de los genes de virulencia

Bvg, el cual es un sistema de traduccion de sefales 186,

Tabla 2. Factores de virulencia en especies del género Bordetella

PE ACTIVIDAD
FACTOR DE M OLESOLAR BlcoLo - ESPECIES DEL GENERO PRODUCTORAS
VIRULENCIA | ABREVIATURA cu c
B. bronchiseptica | B. parapertussis | B. pertussis | B. avium
Toxina pertussis PT 115-117 kDa | Adhesion - _ + -
Hemaglutinina FHA 220 kDa Adhesién + + +
filamentosa -
Toxina ™ 140 kDa Lesiones + + + +
dermonecraética necroticas
Toxina Colonizacion
adenilato ACT 177 kDa B + + +
. al pulmén
cilcasa -
Aglutinégenos Fim . Adhesion + + + +
Citotoxina TCT 921kDa | Cilioestasis + + + +
traqueal
Hemolisina HYL - - + + + .
Endotoxina LPS - Toxicidad + + + +
Pertactina Prn 69 kDa Adhesién + + + +

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

Casi todas las especies del género poseen estos factores (Tabla 2) y son inducibles
bajo determinadas condiciones de temperatura, pH, concentracion de sales e iones
72,92,187 B, pertussis no requiere atravesar el epitelio nasofaringeo para expresar su
patogenicidad, ya que es capaz de multiplicarse en la superficie por la abundancia
de las proteinas que produce con funcion adhesina por lo que no hay bacteriemia.
En estudios realizados con cultivos celulares y con modelos animales, se sugiere a
la FHA como la més potente e importante, pero en datos relativos de dos ensayos de
eficacia de vacunas se cerciora que no es necesaria si existe la presencia de las

otras moléculas adhesinas 12 37,
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La etapa de evasion hacia las defensas se lleva a cabo por la PT y ACT 236, Donde
en especifico, la ACT inhibe las funciones fundamentales en las células del sistema
inmune como la fagocitosis, es decir, entra a neutréfilos y cataliza la produccion
excesiva de AMPc gue intoxica a las células de tal manera que la fagocitosis se ve
comprometida 188 18, 189 | 3 PT también suprime diferentes procesos asociados a
neutroéfilos y macréfagos, asi como la migracion de linfocitos a la zona de infeccion.
Debido a este mecanismo patogénico se entiende la falta de la eficacia que presenta
el tratamiento con antibiético cuando es administrado tardiamente y por tanto, la
variedad de las reacciones asociadas con estas toxinas que generan la imposibilidad

por parte del sistema inmunolégico de eliminar al microorganismo 136242,

El dafio tisular o ciliostasis esta causado principalmente por la actividad de la TD y
por la ACT 277, Estas proteinas generan la intoxicaciéon de las células del epitelio
respiratorio provocando la interrupcién de funciones celulares esenciales. De misma
manera se cree factible que las alteraciones tisulares del tracto respiratorio sean las
responsables de la tos paroxistica 12 28 190 Se ha determinado que el dafio del
epitelio respiratorio junto con la ciliostasis y la acumulacién de mucus dificultan la
eliminacién del patdgeno. Postulandose ademas que B. pertussis puede persistir
dentro del huésped especialmente después de la fase aguda de la enfermedad. El
fendmeno de su invasién y sobrevivencia intracelular se propone como uno de los
mecanismos de persistencia siendo capaz de invadir y sobrevivir dentro de los

macroéfagos, neutréfilos y células epiteliales respiratorias 37 242,

1.6. Diagndstico de la Tos Ferina

El diagndstico inicial de una posible tos ferina descansa sobre dos pilares. El
primero, ante la sospecha clinica de infeccion, es decir, las manifestaciones que se
desarrollan en forma lenta y que son caracteristicas de la enfermedad; asi como del
aumento en leucocitos y linfocitos, los cuales, deben ser el principal motivo de
sospecha de infeccion por B. pertussis; y el segundo, son los procedimientos
correspondientes a seguir mediante el laboratorio para la basqueda y confirmacion
de la bacteria en el paciente 2 136, Sin embargo, la inespecificidad que las
manifestaciones clinicas en ocasiones presenta la enfermedad, hacen conveniente

la realizacion de un diagnéstico diferencial del Sindrome coqueluchoide 78.
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Padecimiento de forma menos grave producido tanto por agentes virales como

bacterianos. Entre los virus causantes mas frecuentes pueden encontrarse:
Adenovirus (ADV), V. Respiratorio Sincicial (VRS), V. Influenzae A y B, V.

Parainfluenzae 1-4, Rinovirus, Citomegalovirus, V. Epstein-Barr; y entre los agentes

bacterianos:

Haemophilus

B. pertussis,

influenzae,

Moraxella

B. parapertussis,

catarrhalis,

Ureaplasma

B. bronchiseptica, B. holmesii,

urealyticum,

Pneumocystis carinii, Mycoplasma pneumoniae (en preescolares y escolares) y

Chlamydia trachomatis (en lactantes bajo dos meses de edad y neonatos) 37 144, 149,

161, 171, 217, 218, 231 En particular, el diagnostico de B. pertussis mediante laboratorio

continlla presentando limitaciones >14°. Esto, por el papel renuente que juega la

bacteria, ya que tiende a desaparecer del paciente cuando los sintomas se

encuentran de forma mas especificos y frustrando los intentos por aislarla 4°. Se

estima que sélo del un al 36% de los casos se notifican del nimero real 6.

Tabla 3. Pruebas utilizadas para diagndéstico de tos ferina

PRUEBA SENSIBILIDAD |ESPECIFICIDAD TIEMPO VENTAJAS DESVENTAJAS
Aln estandar de oro
<2 semanas . Muy baja sensibilidad
. ’ .. |Muy especifico (~ 100% o .
Cultivo 12-60% ~ 100% posterior al inicio |- uy pecifico ( %) Poco util en fase paroxistica
Util en fase catarral .
de la tos Resultados tardios: 7-10
dias
Poco estandarizado
Resultados rapidos Requiere amplia experiencia
IDF 30-71% variable 2-4 horas En general buena Requiere microscopia de
especificidad fluorecencia
Reactividad cruzada
No estandarizado entre
Diagnéstico rapido 4-5 h laboratorios
Altamente sensible Depende del formato
<4 semanas Altamente especifico utilizado, asicomo los
RT-PCR 70-99% 86-100% posterior al inicio - ’ o
(usando multidianas) blancos genémicos
de la tos L . .
Muy util en fase catarral y Requiere equipo y personal
paroxistica capacitado
Costo
Util en fases paroxisticas y
sobre todo en convalecencia |No estandarizado (en vias
s logi e . . -

) gro ogia 36-76% 99% ~2 semanas Utllhp‘czs.terlor auso de de estandarizacion)

Unica (IgG) antibiéticos No se encuentra como parte
Util para demostrar estatus  |de la definicién de caso
postvacunal

Diagnéstico tardio No
Util en fases paroxisticas y |estandarizado (en vias de
Segunda muestra [sobretodo en convalecencia |estandarizacion)
Serologia 4-6 semanas Altamente sensible y No se encuentra como parte
90-92% 99% . . !
pareada (IgG) después de la |especifica de la definicién de caso
inicial Mejor evidencia de respuesta [No diferencia entre
de inmune (método indirecto) [respuesta a vacuna o por
infeccion natural

Tomado y Modificado de: Andrade, AA, G. Martinez,
de Bordetella pertussis y el camino hacia el nuevo

ferina. Rev Enf Inf Ped 24(96): 139-146.
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En la actualidad, se han desarrollado una variedad de procedimientos empleados
para su diagndstico, pero que han presentado limitaciones en cuanto a su
sensibilidad y especificidad (Tabla 3); agrupandose en dos categorias,
encontrandose como métodos directos e indirectos 13% 235 241 | os métodos directos,
se basan en el aislamiento e identificacion de B. pertussis mediante cultivo o en la
deteccion de uno de sus componentes celulares mediante inmunoflorecencia directa
0 reaccion en cadena de la polimerasa (Rt-g-PCR); y los indirectos, basados en la
respuesta inmunitaria especifica del paciente ante la infecciéon mediante serologia >
12,219,330 De los cuales, la Rt-g-PCR, el cultivo y la serologia son los procedimientos

avalados por la OMS para el diagnéstico de la tos ferina 330,

Los criterios de eleccion para el procesamiento diagnéstico dependen de la
evolucién de la enfermedad, la edad y el estado inmunoldgico del paciente 241 3%, |a
OMS recomienda su empleo de la siguiente manera:

1. En menores de dos meses de edad, técnicas de cultivo y Rt-g-PCR.

2. En mayores de dos meses a 12 afios, cultivo o Rt-g-PCR si no existe
inmunizacion reciente.

3. En adultos, cultivo si la toma se realiza en fase catarral o inicio de fase
paroxistica. La serologia y Rt-g-PCR se recomiendan en pacientes con fase

tardia de la enfermedad.

1.6.1. Diagndstico por Laboratorio

La clinica por laboratorio se establece en base a los sintomas desarrollados durante
la infeccién. La NOM-017-SSA2-2012 para la vigilancia epidemiolégica, la NOM-031-
SSA2-1999 para atencion a la salud del nifio y la NOM-036-SSA2-2002 para
prevencion y control de enfermedades establecen como caso al individuo de una
poblacién en particular que, en un tiempo determinado, es sujeto de una enfermedad
0 evento bajo estudio o investigacion. Y de acuerdo a la OMS, el tipo de caso frente

a la tos ferina se establece de la siguiente manera 220 241, 250, 280, 326, 334, 373

Caso confirmado. Paciente con cuadro clinico de tos paroxistica de mas de dos

semanas de duracién, acompafiada de las siguientes caracteristicas: tos en
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accesos, paroxistica, espasmodica o con estridor laringeo inspiratorio, tos
cianosante, estridor inspiratorio o vomito posterior sin alguna otra causa aparente
Caso sospechoso. Paciente que cumple con los criterios de la definicion clinica de
caso, sin importar los dias de duracion y que se encuentre asociado con otros casos
probables o confirmados. Se utiliza en la busqueda activa de casos adicionales ante
la presencia de casos probables, confirmados o atipicos, portadores, defunciones y
brotes.

Caso probable. Paciente que cumple con los criterios de la definicion clinica de
caso y tiene dos o0 mas de las siguientes caracteristicas, tos paroxistica, en accesos,
espasmadica y/o estridor laringeo inspiratorio y uno o mas de los siguientes datos:
cianosante, hemorragia (conjuntival, petequias, epistaxis) biometria hematica con
leucocitos con predominio de linfocitosis o haber estado en contacto con casos
similares en las ultimas dos a cuatro semanas previas al inicio del padecimiento. Se
incluyen a menores de tres meses que pueden presentar sélo episodios de apnea 0
cianosis con o sin tos.

Caso Compatible. Caso probable al cual no se le tomé muestra, no se conservo o
se proceso en forma inadecuada con resultados consecuentemente negativos y no
se le pudo demostrar la asociacién epidemioldgica con un caso confirmado.

Caso confirmado por anexo epidemioldgico. Caso que cumple con los criterios de
la definicién clinica de caso y que estd epidemiolégicamente ligado a un caso
confirmado por el laboratorio.

Caso confirmado por laboratorio. Caso probable confirmado por el laboratorio
mediante cultivo, Rt-q-PCR y/o serologia con un resultado positivo a B. pertussis.
Caso descartado por laboratorio. Caso probable al que se le tom@, se conservo y
se procesoO en forma adecuada una muestra para el diagndéstico por laboratorio y el
resultado fue negativo en cultivo, Rt-g-PCR o serologia.

Caso de tos ferina atipico. Caso sospechoso que tenga aislamiento de B.
pertussis.

Portador. Persona sin signos o sintomas de enfermedad respiratoria a quien se
tomé muestra por tener asociacion epidemiolégica con un caso probable o

confirmado y cuyos resultados de cultivo o Rt-g-PCR son positivos a B. pertussis.

LESP-QFB Pag. 22



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

1.6.2. Toma de Muestra

Bordetella pertussis se adhiere a las células cilindricas del epitelio nasal, por lo que
preferentemente crece en la nasofaringe. Por otro lado, la microbiota que presenta la
faringe es mayor y presenta mas variedad que en las fosas nasales, por lo que las
muestras tomadas en este sitio dificultan el éxito para su aislamiento 2°1. La toma de

muestras se realiza de acuerdo al Anexo Il.

Los procedimientos para toma de muestra de la tos ferina lo constituyen el aspirado
nasofaringeo y/o el exudado nasofaringeo 162 236. 247 Se recomienda que la muestra
sea tomada durante la fase inicial de paciente o a inicios de su fase paroxistica,
favorablemente antes del inicio de un tratamiento antimicrobiano considerando que
sea suspendido tres dias antes de la toma de muestra. Se requiere de la toma del

caso y de cinco de sus contactos para la busqueda de B. pertussis 28 250,

Imagen 4. Toma de muestra, Exudado nasofaringeo.

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Laboratorio Estatal de Salud Pablica. Michoacéan, 2013.

Preferentemente se recomienda la toma de dos muestras de exudados
nasofaringeos para su procesamiento mediante técnicas de cultivo y Rt-g-PCR; y
una muestra de suero para serologia. No se recomienda utilizar los hisopos con
punta de alginato de calcio para exudados nasofaringeos para la deteccion basada
en Rt-g-PCR, ya que se puede inhibir a B. pertussis y obtener resultados falsos
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negativos (Tabla 4) 224, La toma de muestra de suero se recomienda que sea de 2-3
mL en pacientes menores de 5 afios y de 5-6mL en adolescentes y adultos a partir
de las dos semanas de iniciada la tos paroxistica con un maximo de ocho semanas o

en pacientes sin esquemas de vacunacién aparente 16 221,222,

Tabla 4. Material adecuado para toma de muestra de tos ferina.
CULTIVO PCR

Alginato de calcio

Rayon Rayon

Dacron Dacrén

Fuente: Lineamientos para la vigilancia de tos-ferina y sindrome coqueluchoide por
laboratorio. 2013. DGE-INDRE-RNLSP. Pag. 20-21.

El aspirado nasofaringeo (ANF), se recomienda en pacientes que se encuentran
hospitalizados, en el cual, la aspiracién debe hacerse a través de las fosas nasales
por medio de una sonda estéril y colocarlo en un medio de transporte de Regan-
Lowe. De ser posible, la muestra debe transportarse de forma inmediata al
laboratorio para ser procesada. Este procedimiento debe ser empleado por un

meédico o personal altamente capacitado.

1.6.3. Transporte de Muestras
El transporte inmediato de la muestra al laboratorio puede aumentar el éxito en el
aislamiento de B. pertussis. Para su diagndstico, deben transportarse en red fria, en

las condiciones y tiempos de transporte adecuados (Tabla 5).

Tabla 5. Envio de muestras para diagnostico de tos ferina.

MEDIO/CONTENEDOR/FORMA

TIPO DE MUESTRA ) 3
DE ENVIO TECNICA

Tubos de 5.0 ml de medio de
i transporte Regan Lowe, en .
Exudado nasofaringeo ) . Cultivo
tiempo maximo 48-72 horas en

red fria
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Contenedor estéril, envio en
Aspirado nasofaringeo tiempo maximo de 24 horas en Cultivo
red fria

Medio de transporte de solucién
i salina con cefalexina; 40 pg/ml,
Exudado nasofaringeo ) o PCR
en tiempo maximo de 24 a 72

horas en red fria

. . Contenedor estéril en tiempo
Aspirado nasofaringeo o i PCR
méximo de 24 horas en red fria

Tubo estéril con o sin gel
separador, en tiempo maximo Serologia (ELISA para
Suero de 24 horas en red fria (si el deteccion de Acs. Anti-
tiempo es mayor, congelacion toxina pertussis)

de muestra)
Medio de AMIES en tiempo

Cepas maximo de 48-72 horas en red Cultivo y/o PCR

fria

Tomado y modificado de: Lineamientos para la vigilancia de tos-ferina y sindrome
coqueluchoide por laboratorio. 2014. DGE-INDRE-RNLSP. Pag. 20-21.

Imagen 5. Medio de transporte de Solucién salina con Cefalexina (40 pg/ml)
N

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Laboratorio Estatal de Salud Publica. Michoacéan 2013.

Los medios empleados como transporte de B. pertussis lo constituyen el Regan-
Lowe, medio de transporte empleado para procesamiento mediante técnica de
cultivo y el medio de Solucion Salina con Cefalexina para procesamiento mediante
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Rt-g-PCR 16 284 E| cual contiene 0.5 a 1 ml de solucién salina estéril con Cefalexina
a una concentracion de 40 pg/ml a temperatura ambiente y debe ser enviado en un
tiempo de 24 a 72 horas en red fria. Este medio de transporte se utiliza para casos y
contactos (Imagen 5). El contenido de la Cefalexina favorece la conservacion de B.
pertussis inhibiendo a su vez a los microorganismos Gram positivos 16 241 Sy

preparacion se realiza de acuerdo al Anexo lll.

Las muestras deben ser enviadas al laboratorio con oficio de solicitud de estudio
epidemiologico completo de caso de tos ferina y contactos intradomiciliarios o copia
de Formato del Sistema Nacional de Salud de estudio epidemiolégico de caso por

tos ferina (Anexo ).

1.6.4. Cultivo

El aislamiento de B. pertussis mediante cultivo es aun considerado como el
procedimiento de referencia o patron de oro por la OMS para la confirmacion de
casos por tos ferina 5 9. 149, 236, 241 Requiere de un tiempo de tres a 7-15 dias para
un resultado definitivo. Es una prueba cuya especificidad llega a 100% y permite
trabajar directamente con el agente bacteriano, pero el retraso en la obtencién de
muestra, las condiciones del medio de transporte y el tratamiento previo con
antibiéticos puede limitar su sensibilidad (a menos de 60%) 140, 182 223, 330
recomendandose el uso de la serologia en estos casos % 178 182 Después de
pasado cuatros dias de la administracion de antibidticos se puede detectar a B.
pertussis s6lo en un 56% de los pacientes, después de los siete dias puede ser

negativo por completo 223

Se basa en la identificacién de la bacteria a partir de su morfologia macroscépica y
microscopica mediante el aislamiento y pruebas de identificacion como: Tincion
Gram, prueba de oxidasa y catalasa; y pruebas de diferenciacion de especie:
desarrollo en medios agar Sangre, agar MacConkey, hidrélisis de urea, citrato y
nitratos 136 223 (Imagen 6). Su aislamiento primario es obtenido a partir de material
nasofaringeo o muestras de secreciones nasofaringeas 1. Se recomienda la

siembra de muestra de forma directa una vez que ha sido obtenida 7.
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Imagen 6. Pruebas de diferenciacion de especies del género Bordetella

iy

(1) B. parapertussis. (2) B. bronchiseptica.
Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Laboratorio Estatal de Salud Publica. Michoacan, 2013.

Se dispone de varios medios selectivos para las especies del género Bordetella
(Tabla 6). Estos requieren de agregado de carbdn, resinas de intercambio iénico o
sangre al 15-20% para neutralizar acidos grasos insaturados, peroxidos y metales

pesados que pueden inhibir el desarrollo de la bacteria.

Tabla 6. Caracteristicas de identificacion de Bordetella sp.

Prueba B. pertussis |B. parapertussis |B. bronchiseptica |B. holmessi |B. avium |B. hinzii
catalasa + + + + + +
oxidasa + - + + + -
motilidad - - + + ¥ -
R.NO3 - - + - - -
ureasa - +(24hrs) + - - -
citrato - + + - ND
pigmento marrén* - + + + + +
Medios

Regan-Lowe 3-6dias 1-3 dias 1-2 dias 2 dias 2 dias 2 dias
Charcoal 4-7 dias 1-3 dias 1-2 dias 2 dias 2 dias 2 dias
Bordet-Gengou 3-6dias 1-3 dias 1-2 dias 2 dias 2 dias 2 dias
Sangre - + + + + +
MacConkey - + + + + ND
Chocolate - 1-3 dias 1-2 dias 2 dias 2 dias 2 dias
Hemodlisis B-hemolisis| Q-hemolisis Q-hemolisis - ND ND

DN:sin determinar; * En agarinfusion de corazon con L-Tirosina (1g/L); ** Motilidad mas prolongada a 25°C
Tomado y Modificado de: Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiol6égica. Departamento
de Bacteriologia. Métodos de Laboratorio para el Aislamiento e Identificacién de B. pertussis,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis. Pag. 31-36.
México D.F. 2008. Salud, InDRE.
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El medio Regan-Lowe, elaborado a base de carb6n activado, glicerol, peptonas y
sangre de caballo desfibrinada al 10% y 0,04 g de cefalexina por litro, donde las
colonias de B. pertussis aparecen como pequefias, de color blanco grisaceo, con
clpula y brillantes generalmente dentro de 72 horas 7> 149 247 El medio Charcoal, un
eficiente substituto de Bordet-Gengou donde las colonias de B. pertussis se
desarrollan después de cuatro a siete dias como pequefas, convexas, redondas y
de color blanco con una superficie brillante, similares a pequefias gotas de mercurio

gue miden de 1 a 2 mm 75 224,

Imagen 7. Cultivo axénico de Bordetella pertussis.

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

El clasico Bordet-Gengou (gelosa sangre y papa glicerada) con antibiéticos
(meticilina 2.5 pg/ml o penicilina 0.5 U/ml o cefalexina 40um), que inhiben el
crecimiento de la flora asociada ©3; donde las colonias se desarrollan en forma lenta
apareciendo a las 72 horas, pequefas, lisas, convexas, brillantes casi transparentes
y de color perlado con semejanzas a gotitas de mercurio o gotitas de rocié rodeadas
por una zona de hemodlisis no definida (Imagen 7). Para su incubacion se requiere de
colocar las placas en bolsas de plasticos o en camara hameda %°. El tiempo
prolongado que requiere esta técnica para la obtencion de una lectura definitiva,
llevé al desarrollo de otros procedimientos para la detencion de B. pertussis a partir

del material nasofaringeo 34 283,
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1.6.5. Inmunoflorecencia directa (IFD)

La IFD es una técnica rapida de diagndstico presuntivo que permite visualizar las
bacterias fluorescentes debido a la reaccidbn de sus antigenos de pared con
anticuerpos especificos (policlonales o monoclonales) 4°. Es una técnica que
proporciona tedricamente, un diagnéstico inmediato, pero no obstante, es un
procedimiento sugestivo con resultados variables con relacion a su sensibilidad
(52%) y especificidad (70%) 34 137. 161,223 Eg altamente operador-dependiente, donde
se han descrito falsos positivos con B. bronchiseptica, Haemophilus influenzae y
difteriodes 142 156. 235 Requiere de un tiempo 6ptimo de dos semanas después del
inicio de los sintomas. Su sensibilidad se correlaciona directamente con el nimero
de células de B. pertussis en la muestra, ademas de depender considerablemente
de la edad del paciente. El potencial de reactividad cruzada con la flora respiratoria
también puede ser muy alto dando lugar a poca especificidad, por lo que, no se
acepta como una método diagnéstico para tos ferina. Sin embargo, con un operador

experimentado, es una técnica Util especialmente en los lactantes menores 223,

La muestra es un frote fijado por calor o por algin otro medio, que se cubre con los
anticuerpos marcados y se incuba en atmdsfera hiumeda. Después de varios lavados
se observa en un microscopio con fuente de luz ultravioleta. Una prueba positiva es
la que muestra bacilos diminutos con fluorecencia verde 7. El uso de anticuerpos
monoclonales mejora la especificidad, pero no significativamente la sensibilidad 13,
En caso de optar por este procedimiento, no debe considerarse una alternativa al

cultivo sino que debe ser empleado como complemento de éste °.

1.6.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Rt-g-PCR)

La Rt-g-PCR es la técnica con mejores resultados hasta ahora por la correlacion
clinica para descartar y confirmar casos probables. Es una prueba rapida, muy
sensible y especifica que ha sido de gran utilidad ante el diagndstico de tos ferina
por poseer las ventajas de distinguir entre las distintas especies del género
Bordetella y ayudar en la toma de decisiones terapéuticas y preventivas *3. Puede
realizarse con las mismas muestras que las utilizadas para el cultivo 7. La
especificidad de acuerdo a algunos autores es de 97.1-99.7% >164.229 | as muestras

pueden ser tomadas cuatro semanas después de inicio de sintomas. Pero no
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obstante, su rendimiento puede disminuir la sensibilidad después de 72 horas por
varios factores como son la evolucion de la enfermedad, el tratamiento previo con
antibiéticos y/o la administracién de dosis de inmunizacién 36 349, Estos factores
pueden generar falsos positivos si no hay estandares adecuados en la toma y
procesamiento de la muestra por lo que es necesario establecer un rigoroso control

de calidad pero de alto coste 34 141,157,235,

Tabla 7. Algoritmo de PCR para identificacion de especies de Bordetella spp.

his1001
ESPECIE ptxS1 1481 piS1001
MULTIPLEX

B. pertussis + + - -
B. parapertussis + - - -
B. holmesii - + + -
B. parapertussis

y B. pertussis + + - +
B. pertussis y B.

holmessi* + + + -

Tomado y Modificado de: Diagnéstico de tos ferina mediante PCR en tiempo real multiplex.
Presentacién Power point. SINAVE et al 2012.

Las muestras recomendadas para el procesamiento mediante Rt-q-PCR son el
exudado y/o aspirado nasofaringeo 284 287, E| tiempo de transporte de la muestra no
debe exceder de tres dias. Respecto a las zonas ADN blanco que se utilizan para la
amplificacion, se emplean diferentes oligonucleétidos derivando cuatro regiones
cromosomicas del genoma de B. pertussis, las mas utilizadas son: una secuencia de
insercion altamente repetida I1SI 481 para B. pertussis y B. holmesii; una secuencia
de la region promotora de la toxina pertusis; el gen de la adenilato ciclasa y parte del
gen de una porina (Tabla 7) 8 156. 225,241 = Aunque no es especifico para la Bordetella
pertussis 104 198 Para B. parapertussis se utiliza la insercién 1S1001 226 227, 228 | a5

muestras se procesan de acuerdo al algoritmo del Anexo XII.
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1.6.7. Serologia

Los meétodos seroldgicos son los procedimientos mas antiguos utilizados para
precisar la infeccibn por Bordetella pertussis. Se basan en la medicion por
incremento en la concentracion de anticuerpos IgA, 1gG e IgM contra antigenos
especificos como la PT, FHA, Prn, Fim tipo 2 y 3, ATC y de ciertas porinas y
chaperoninas. De éstos, la PT es el mas empleado hasta ahora por ser el especifico
de B. pertussis y por ser considerado como marcador serologico de la enfermedad

164, 297, 305

Imagen 8. Serologia de aglutinacion en microplaca en “U”.

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.

Inicialmente fueron disefiados para evaluacion de anticuerpos contra componentes
de la vacunas, pero en la actualidad, han sido de gran utilidad para confirmar el
diagnostico de tos ferina, especialmente en resultados en los que tanto Rt-g-PCR y
cultivo no se encuentran claros. Otra ventaja, es que no se afecta por determinantes
como el tratamiento previo e incluso resultado Uutil si el paciente ha recibido
inmunizacién reciente (un afio previamente) 3%, Existen variedad de métodos como
son: inmunoblot, microaglutinacion, aglutinacion (Imagen 8), inmunoflorecencia
directa y enzimoinmunoandlisis en fase sélida (ELISA), siendo este ultimo el mas
aceptable hasta ahora por considerarse mas sensible que el cultivo y por tener una
mejor estandarizacion 78 2% 333 Sin embargo, el empleo e interpretacion de estas
técnicas debe ser de manera cautelosa y siempre respaldada por el estudio
epidemiologico del paciente ya que su rendimiento puede variar dependiendo del
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antigeno a emplear, la clase de inmunoglobulina a investigar y/o las dosis de
vacuna. Uno de los inconvenientes son la dificultad que se presenta en los
resultados al ser comparados en diferentes ensayos aun si se ha empleado el mismo

antigeno > 317

Los anticuerpos IgG son los medidos mas frecuentemente y su presencia a niveles
altos en el suero son indicados como infeccién entre los pacientes no vacunados &
297, 306 Estos, se encuentran dirigidos fundamentalmente hacia a la PT y HAF.
Mientras que al administrarse la vacuna celular, la actividad es dirigida hacia a la Fim
y proteinas de membrana externa 3!/. Para el diagnéstico serolégico de la infeccion
natural se recomienda el uso como antigenos de TP y HAF. Los IgG-TP e IgG-FHA
son detectables después de la infeccion natural y estos tienden a desaparecer
aproximadamente en 5 afios 38, Su detencién es muy sensible en pacientes con
enfermedad clasica, en cuadros menos caracteristicos con dosis de vacunacion
resulta menos Util 38, Los anticuerpos dirigidos a TP son especificos para B.
pertussis mientras que la IgG-HAF, 1gG-Prn, IgG-Fim, y IgG-ACT son menos
especificas debido a la reactividad cruzada con otros antigenos microbianos como
otras especies de Bordetella, especies de Haemophilus, Mycoplasma pneumoniae y
Escherichea coli ' 2%, Sin embargo los IgG-Fim 2 y 3 pueden ser de gran utilidad
entre los pacientes adultos 3. Los anticuerpos de la clase IgA van dirigidos para los
diferentes antigenos de B. pertussis y raramente aparecen tras la vacunacién, es por
ello que se les ha empleado como indicadores de infecciéon % 37, Su utilidad es
mayor en nifios mayores y adultos; en los lactantes es posible no ser detectada
principalmente por su inmadurez inmunolégica 2?3. La detenciéon de IgM carece de
una adecuada especificidad y su empleo como elemento de diagnéstico debe ser

revisado 329,

La confirmacién utilizada tradicionalmente de la serologia se lleva a cabo mediante
una seroconversion clara > 3% 313; sin embargo, su empleo se ve detenido por la
dificultad que se presenta para obtener una segunda muestra de suero una vez que
se ha conseguido la resolucion clinica tras el tratamiento especifico. Ademas de
considerarse que en una segunda muestra el titulo de anticuerpos presentes

impiden realizar una seroconversion °.
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1.7. Tratamiento contra Bordetella pertussis

El tratamiento previo contra la tos ferina lo constituye la administracion de
antibidticos. Entre los neonatos menores de seis meses se sugiere la internacion
hospitalaria al padecer la infeccion, ya que son los pacientes mas vulnerables a sufrir
desnutricion por los frecuentes vomitos en un ataque de tos y por el aumento en el

riesgo de sufrir complicaciones 1°.

El consenso de antibidticos frente a la tos ferina lo constituyen los macrolidos (Tabla
8) 164, 232, 240, 355 g principal efecto es el de acortar la gravedad de los sintomas
durante la fase catarral y la paroxistica inicial, donde pueden reducir la intensidad y
duracion de la sintomatologia y la contagiosidad 23% 335, Es conocido que la tasa de
contagio durante la fase paroxistica es mayor y que los antibiéticos tienen un menor
impacto sobre su evolucién clinica durante esta fase, sin embargo pueden limitar su
propagacion si se inician en un transcurso de 21 dias a partir del desarrollo de su

presentacion 28 136,349,

Desde el pasado la droga antimicrobiana de eleccién para el tratamiento para tos
ferina ha sido la eritromicina 1318% 253 empleado en forma de estolato (40mg/kg/dia)
o etilsuccinato (50-60mg/kg/dia) 25 279. 361 Considerado como antibiético de primera
opcion clasicamente por su bajo costo %4 Siendo eficaz para contrarrestar a la
bacteria disminuyendo la gravedad y duracién del padecimiento, sin embargo, se
articula, puede encontrarse acompafnado de efectos secundarios molestos como son
hipertrofia pil6rica, arritmias cardiacas y estenosis hipertrofica de piloro (cuando se

emplea en menores de un mes de vida) 3* 255 256, 257,258

Tabla 8. Macrolidos empleados en el tratamiento de la tos ferina.

ERITROMICINA | CLARITROMICINA AZITROMICINA COTRIMOXAZOL TRIMETROPIM-

No recomendable | 10 mg/kg/24 hs, Contraindicado No recomendada

1 . _ : )
<1mes |Usodiscutible (no datos) 5 dias (datos en menores de on <2 meses
limitados) meses
40- 50 15 mg/kg/d, cada | 10 mg/kg/hs,5 | >2 meses: 8-40
2
1 a5 meses| mg/kg/d cada 12 hs, 7 dias dias (datos mg/kg/dia, en 2 4/ On:j?a/:g/d /
6 hs, 14 dias | (datos limitados) limitados) dosis, 14 dias
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ler dia: 10mg/kg

40-50 15 mg/kg/d, cada (ma>l<.: 590 . | 8-40 mg/kg/dia, 4{20mg/kg/d
6 meses a | mg/kg/d, cada , mg/dia) 2°-5 ) (max.: 250mg/d)
~ , 12 hs (max.: 1 , en 2 dosis, 14 ,

14 afios 6 hs (max. 2 /dia), 7 dias dia: 5 mg/kg/d dias cada 6 hs (max.:

gr/dia) 14 dias & ! (max:250 1g/d) 7 dias
mg/dia)
ler dia: 500 mg

Adultos | 200 M8&/Bhs, | 500me/12hs, 7 | Tyo o i 5eg | 160-800Me/12 1 e 000 me 7dias

14 dias dias me/dia horas, 14 dias

* Uso discutible dado que han descrito casos de estenosis hipertréfica de piloro
relacionados con su empleo a esta edad.

Fuente y modificacion de: Recomendaciones de los Centers for Disease Control and
Prevention [CDC] 2005.

Los efectos secundarios ocasionados por la eritromicina, llevo a la implementacion
de macrélidos mas nuevos como la azitromicina y la claritromicina, los cuales,
impulsaron a su utilizacion ante la sospecha clinica por B. pertussis ya que
presentaban ser igual de eficaces con una menor duraciébn en su tratamiento y
menos efectos secundarios gastrointestinales que la eritromicina 15 159 73, 259, 260,
Cualquier de los tres macrélidos son empleados a partir del mes de vida; aunque,

existen datos mas limitados sobre la azitromicina 231 258,

En estudios no comparativos abiertos, se ha utlizado a los macrélidos de
azitromicina y claritromicina como tratamiento para infeccién por B. pertussis y
elimina con éxito al microorganismo del aparato respiratorio, sin embargo el
equilibrio en base a la experiencia clinica sugieren la obtencién de los mismos

resultados con la eritromicina 160. 238, 261

La Trimetoprim-sulfametoxazol es una alternativa cuando existe la presencia de
alergia o intolerancia a alguno de los macrdlidos que por lo regular son casos muy
raros. Se emplea principalmente en mayores de dos meses de vida, encontrdndose
contraindicada en los menores o puede emplearse en neonatos sin presencia de
ictericia 14 144 262 Considerada como alternativa en el tratamiento de infeccién en

adolescentes y adultos 246,
Cabe mencionar que al final, el médico tratante es quien decide el manejo del

paciente, y debe cuidar siempre no inducir en medida de lo posible la resistencia a

los antibiéticos.
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1.8. Inmunidad por Bordetella pertussis

El desarrollo de la inmunidad contra B. pertussis se comprende a partir del
reconocimiento de los componentes bacterianos por las células del sistema de
inmunidad innata y la adquirida a través de la produccion de mediadores solubles y
mediante el reclutamiento y activacion de moléculas y células efectoras 1% 268 (Figura
4).

Figura 4. Desarrollo de inmunidad contra Bordetella pertussis.
Innate Adaptive

Inflam cytokines

= | Mac/ neutrophils CD4 T cells

Relative level

0 5 10 15 20 25 30 35
Day of infection

Fuente: Higgs, R, SC. Higgins, PJ. Ross and KHG. Mills. 2012. Immunity to the respiratory
pathogen Bordetella pertussis. Mucosa Immunology doi: 10.1038.

Cuando B. pertussis se adhiere a las células del epitelio nasofaringeo es reconocida
y capturada por células del sistema inmune innato como los macréfagos (M@), las
células dendriticas (DC), las células natural killer (NK), o células T naive (NT) 188. 268,
289 Las DC procesan los antigenos bacterianos y los presentan a los linfocitos T.
Una vez ocurrido el reconocimiento antigénico, los M@, DC y NT producen las
interleucinas IL-12 e IL-18 que desencadenan una repuesta de células T subtipo Thl
gue median la liquidacion de la bacteria en el tracto respiratorio 281 286, 288, 294 | 35
citoquinas proinflamatorias, IL- 1 y TNF-a, y el oxido nitrico (NO) producidos por M@
inducidos por las toxinas bacterianas, colaboran en el reclutamiento de fagocitos

profesionales 239 290
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Por otro lado, el interferon gamma (IFN-y) secretado en la fase temprana de la
infeccion por las células NK y NT, y luego por las células Thl, causaria el
reclutamiento y activacion de macrofagos y neutréfilos. Asimismo el IFN-y actuaria
sobre los linfocitos B estimulandolos a secretar anticuerpos opsonizantes y fijadores
de complemento 2°% 377, Las bacterias opsonizadas podrian ser fagocitadas por
neutrofilos y eliminadas por NO o intermediarios reactivos del oxigeno. Por su parte,
los anticuerpos anti-B. pertussis cumplen acciones esenciales en la proteccion
contra esta infeccion. Anticuerpos contra ciertos antigenos de B. pertussis presentan
la capacidad de evitar la adhesiéon a las células epiteliales a través del bloqueo de
adhesinas, neutralizar toxinas bacterianas como también promover la

opsonofagocitosis 264,

Los recién nacidos adquieren los anticuerpos maternos, los cuales son transferidos a
través de la placenta materna 2°2, Se han detectado anticuerpos IgG frente a la FHA,
PTy Fim 2y 3 en el suero del cordon umbilical y en sueros de nifios antes de recibir
la primera dosis de inmunizacion 2°6:2%8, No se ha demostrado proteccién materna en
lactantes por lo que no parece que estén protegidos frente a la tos ferina durante sus
primeros afios de vida, aun si se produce una transferencia placentaria de
anticuerpos 23% 264, Sin embargo, estudios epidemioldgicos extensos han demostrado
gue la lactancia materna es eficiente para reducir las tasas de mortalidad infantil 2°%
2% Se sabe que la enfermedad no produce una inmunidad permanente por la
existencia de infeccion en adultos vacunados o que tuvieron la enfermedad en su

infancial?®.

1.9. Vacunas contrala Tos Ferina

Antes de la introduccién de las vacunas contra las tos ferina en el mundo, se
consideraba a B. pertussis como una de las principales causantes de muerte entre
los menores de cinco afios por la facilidad con la que contraian la enfermedad antes
de iniciar su estancia escolar 2%, La primera vacuna desarrollada frente a la tos
ferina aparecio en 1914, la cual contenia a la bacteria de forma entera e inactivada
por calor y se puso a disposicion 30 afios mas tarde en combinacion de los
antigenos contra difteria y tétanos (DPT) 220 293. 327 Pero la presencia de reacciones

adversas acompafias de dolor y fiebre hasta complicaciones tales como
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encefalopatia e incluso la muerte entre los menores (1 de cada 310,000 vacunados)
llevo a la busqueda de nuevas y mas puras vacunas'® 264, Aunque ningun estudio
cientifico ha confirmado el vinculo entre las vacunas de células enteras y la
encefalopatia 3%°. El resultado, fue la apariciéon de las vacunas acelulares, la cual se

inicié su utilizacién en Jap6n y mas tarde hacia los paises industrializados 220 303, 381,

En todos los paises de América, existen dos tipos de vacunas: Vacunas de células
enteras (WP) y vacunas acelulares (aP) 8 302 377,389 En México, se sigue empleando
la vacuna acelular, la cual se administra en conjunto con los toxoides tetanico y
diftérico (DTPa) y con el polisacarido de Haemophilus influenzae serotipo b (DTPa +
VIP+ Hib) 382, De acuerdo al Calendario Nacional de Vacunacién esta clase de
vacunas se aplica en cinco dosis administradas a los dos, cuatro, seis, 18 meses,
cuatro y seis afios de edad 32° 388, | a eficacia de estas vacunas se correlaciona con
el numero de dosis que se administre: aproximadamente 18% para una Unica dosis,
48% para dos dosis, 58% para tres dosis y 78% para cuatro o mas dosis.
Considerando que todos los menores incluyendo los que son VIH-positivos, deben

aplicarse la vacunacion 368,

La inmunidad proporcionada después de la vacunaciéon disminuye con el tiempo 162
220 En el caso de las vacunas celulares, su inmunidad tiende a disminuir después de
los tres a cinco afios 1?°. Mientras que el de las vacunas acelulares, la inmunidad
adquirida declinaria después de cuatro a cinco afios, lo que argumenta, que
aportarian a la facilidad con la que los adolescentes y adultos adquieran la
enfermedad nuevamente y a su vez complicando el problema, ya que actian como

portadores y vias de infeccién hacia los lactantes aun vacunados *°,

1.9.1. Vacuna Antitosferina de células enteras

Contienen B. pertussis inactivada por formol & 381 en una cantidad que se oscila
entre 15 y 20 millones de bacilos diminutos 136 220. 368 gy inmunogenicidad es
superior al 80% tras la aplicacion de la primera dosis, pero la duracion de su
inmunidad es muy variable ya que comienzan a descender los anticuerpos después
de dos afios de la primera aplicacion y de siete a 12 afios después de la cuarta

aplicacién. La proteccién desaparece en un 50% de los vacunados. Su indicacion es

LESP-QFB Pag. 37



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

para todos los nifios a partir de los dos meses de vida. Se administran tres dosis a
los dos, cuatro y seis meses y una cuarta dosis de refuerzo a los 12 meses de la
tercera y una quinta dosis entre los tres y seis afios. La dosis estandar es de 0,5

mililitros 8.

1.9.2. Vacuna Antitosferinica acelular

En la actualidad, se disponen de varias vacunas que combinan antigenos purificados
con los toxoides tetanico y diftérico (DTPa = Difteria + Tétanos + Pertussis acelular).
Todas contienen uno o varios antigenos de la toxina pertussis (TP), la pertactina
(Prn), la hemaglutinina filamentosa (FHA) y a las Fimbrinas (Fim) tipo 2 y 3 19220 381,
segun el antigeno de B. pertussis que se incluya, estas preparaciones pueden ser:
monovalentes (contiene solo PT detoxificada; dPT), bivalentes (dPT y FHA),
trivalentes (dPT, FHA y Prn), tetravalentes (dPT, FHA, Prn y Fim) y pentavalentes
(dPT, FHA, Prn, Fim2 y Fim3) 34 2% Las distintas vacunas acelulares estan
combinadas con la vacuna de la difteria y tétanos (DTP) y a su vez, pueden estar
combinadas con la vacuna contra H. influenzae (Hib) (tetravalentes); con Hib y
vacuna de polio inactivada VPI (pentavalente); y con Hib, VPI y vacuna antihepatitis

B (HB) (hexavalentes) 325 377,

Su inmunogenicidad es similar a la producida por las de células enteras.
Sugiriéndose que su eficacia es de alrededor del 85-95% 1° 201 Después de 10 afios

de la ultima dosis de vacuna el paciente suele ser muy susceptible.

1.9.3. Vacuna Antitosferinica acelular de baja carga antigénica

Recientemente se han comenzado a utilizar preparaciones acelulares de refuerzo
gue presentan en su formacion cantidades menores de antigeno pertussis y toxoide
diftérico a partir del 2005 387, Esta vacuna se aplica exclusivamente en adolescentes
y/o adultos, en los cuales se cree, que se lograra disminuir la incidencia de la
enfermedad y el riesgo de contagio hacia los menores no vacunados 2?°. Su
respuesta inmune es similar a los niveles obtenidos con las vacunas de difteria y
tétanos de adulto (dT).
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2.0. JUSTIFICACION

La busqueda de Bordetella pertussis en Michoacan actualmente es un problema que
no se ha resuelto, pudiendo tener diferentes causas que de no ser corregidas
derivaran en casos sin diagnostico, pacientes con complicaciones y posiblemente
defunciones. Por lo que realizar una evaluacion del diagnostico es oportuno y
necesario a fin de detectar los casos, confirmar los sospechosos y tener un
seguimiento epidemiolégico de la Tosferina por Laboratorio con resultados robustos
gue permitan un margen de confiabilidad amplio en el estado. Por lo anterior se

plantean lo siguiente:

3.0. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Evaluar la situacion del diagnéstico de Bordetella pertussis por laboratorio en

Michoacéan durante el periodo del 2009 al 2012.

3.2. Objetivos Especificos
e Analizar la calidad de las muestras y los datos del estudio epidemiolégico de
pacientes con diagndstico de tos ferina.
e Detectar la presencia de B. pertussis mediante cultivo, Rt-g-PCR y serologia
de pacientes con diagndstico de Sindrome coqueluchoide.
e Determinar la sensibilidad y especificidad de la opinién clinica, cultivo y
serologia; frente a la Rt-g-PRC como estandar de oro.

4.0. HIPOTESIS
El diagndstico de Bordetella pertussis por laboratorio en Michoacan es un problema

no resuelto.
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5.0. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo observacional, retrospectivo y experimental. Durante
el periodo del 2009 al 2012, se recibieron un total de 635 muestras con diagnastico
de Sindrome coqueluchoide, de los cuales, el 71% (453) de las muestras
pertenecieron a contactos y el 29% (182) de las muestras a casos. Con respecto a
los 182 casos de Sindrome coqueluchoide, 61 casos presentaban la clinica para tos
ferina clasica, de los cuales para el estudio, se procesaron 31 casos y un contacto
mediante cultivo (31 exudados nasofaringeos), Rt-g-PCR (14 exudados

nasofaringeos en solucion salina con cefalexina (40 pg/ml)) y serologia (29 sueros).

Se considerd como criterios de inclusién a los pacientes que cumplieron inicialmente
con la definicibn de caso de acuerdo la NOM-017-SSA2-2012 para la vigilancia
epidemioldgica, la NOM-031-SSA2-1999 para la atencion a la salud del nifio, la
NOM-036-SSA2-2002 para prevencion y control de enfermedades, aplicacion de
vacunas, toxoides, sueros, antitoxinas e inmunoglobulinas en el humano 271 272 274 y
de acuerdo a la definicion operacional de caso para tos ferina por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) 2% 373 siguiendo los criterios de los lineamientos para el
procesamiento de las muestras por Laboratorio emitidos por el INDRE en donde se
sugiere que las muestras sean exudados nasofaringeos en medios de transporte de
solucion salina con cefalexina (40 pug/ml) y muestras de suero no lipémicos ni
hemoliticos con dos a tres mililitros de muestra acompafado por estudio
epidemioldgico del caso. Como criterios de exclusién se consider6 a las muestras
gue no cumplian con la definicion operacional de caso, que rebasaron el tiempo de
72 horas para procesamiento, muestras de suero con cantidad menor a dos mililitros

y muestras de casos con estudio epidemioldgico incompleto o ausencia del mismo.

5.1. Estudio estadistico

Para el analisis estadistico se recopild la informacién disponible de los 182 casos y
de sus respectivos contactos (453) remitidos al programa de Sindrome
coqueluchoide a partir del estudio epidemiologico para determinar el estatus del
paciente, los antecedentes de lactancia materna y la duracién de los sintomas
durante la infeccion. Se realiz6 distribucion de los datos obtenidos mediante

variables dependientes en cuanto a género, edad, caso o contacto, fecha de toma
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de la muestra, fecha de recepcién de muestra, procedencia, diagndstico inicial, tipo
de muestra recibida, estado de inmunizacion y tratamiento antimicrobiano previo. De
los 182 casos de Sindrome coqueluchoide, se realizé una segunda distribucién en
cuanto a casos para tos ferina (61 casos) para establecer en caso probable, caso
sospechoso y caso confirmado 274 250, El andlisis estadistico se realizd6 mediante la
utilizacion del programa Microsoft Office Excel 2007 registrando los porcentajes

obtenidos mediante graficos.

El universo muestral del estudio, fue de tipo observacional para el procesamiento de
muestras mediante las técnicas de cultivo, serologia y posterior procesamiento y
confirmacion mediante Rt-g-PCR en el Instituto Nacional de Diagndstico y

Referencia Epidemiolégicos de México (INDRE).

5.2. Clinica
Se recopil6 la informacién disponible de los casos positivos mediante opinién clinica
para tos ferina en base al censo nominal del Laboratorio de Bacteriologia, del

Laboratorio Estatal de Salud Publica de Michoacan.

5.3. Cultivo

De los 182 casos remitidos por las Jurisdicciones, hospitales y centros de salud del
estado, se procesaron por cultivo 31 muestras de exudados nasofaringeos (ExNF)
de casos mediante cultivo de Agar Chocolate y Agar Sangre para diagnostico
diferencial del Sindrome coqueluchoide, buscando bacterias como Haemophilus
influenzae o Streptococcus pneumoniae y mediante medio selectivo de Bordet-
Gengou para aislamiento de Bordetella pertussis. Todas las muestras de ExNF

fueron procesadas en campana de Bioseguridad tipo Il.

La siembra en Bordet-Gengou fue mediante la técnica de estrias cruzadas por
agotamiento para favorecer el desarrollo de colonias sugestivas de B. pertussis. Se
rotularon con el respectivo numero de la bitacora de tos ferina, nombre de programa,
fecha de procesamiento y posteriormente, fueron colocadas en bolsas herméticas
para conservacion de un ambiente himedo y llevadas a incubacion de 36 + 1°C

durante 96 horas; revisando las placas cada 24 horas, buscando colonias grisaceas
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pequefias con aspecto perlado o semejantes a gotitas de mercurio ° con un
Estéreomicroscopio Carl-Zeiss (Stemi: DV4) a 32x. Al no observarse el desarrollo de
colonias sugestivas se llevaron a re incubacion hasta completar 96 horas. A los
cultivos con presencia de colonias afines a B. pertussis, se les realizd reaislamientos
para su recuperacion y Tincion Gram para identificacion morfologica de la bacteria.
La observacion de bacilos diminutos gram negativos permitid la realizacion de
pruebas bioguimicas de catalasa, oxidasa, Agar Urea, Agar Citrato, Caldo Nitratos,
desarrollo en medios de cultivo de Agar MacConkey y Agar Mueller-Hinton para

determinar y diferenciar entre B. bronchiseptica, B. parapertussis y B. pertussis.

Los aislamientos de B. pertussis, fueron enviados al INDRE para confirmacion. Los
cultivos sin desarrollo de colonias sospechosas al cabo de 96 horas fueron
reportados con resultado negativo a B. pertussis. Asi mismo, fueron enviadas las
muestras de EXNF con tiempo de 24-72 horas al InNDRE mediante el sistema basico
de tiple embalaje y en refrigeracion para procesamiento y confirmacion mediante Rt-
g-PCR.

Como control positivo de B. pertussis, se utilizaron cepas de referencia donadas por
el INDRE pertenecientes a especies de B. pertussis (ATCC 8467), B. parapertussis
(trazable BpA) y B. bronchiseptica (Bbrch 10580). El procesamiento de las cepas fue
mediante el mismo procedimiento empleado para las muestras procedentes de los
casos, preservando la cepa a las 96 horas.

5.4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Rt-g-PCR)

De 30 muestras de casos y un contacto recibidas de ExXNF en medios de transporte
de solucién salina con cefalexina a una concentracion de 40 pg/ml, se enviaron 14
muestras al INDRE. Muestras que cumplieron con el criterio de aceptacion (no mayor
a 10 dias posteriores al inicio de los sintomas), con cuadro sugestivo de tos ferina y
con estudio epidemiolégico completo, para procesamiento y confirmacion de

Bordetella pertussis mediante técnica de biologia molecular (Rt-g-PCR).
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5.5. Serologia.

Inicialmente se elabor6 el antigeno a partir de un cultivo puro de B. pertussis (ATCC
8467) mediante la técnica de preparacion de antigeno “O” (somatico) bacteriano 228,
Seguido por la inoculacion de conejos para obtencion de antisuero anti-B. pertussis,
procedimiento que se llevé a cabo en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad
de Quimico Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH) durante el 2013.

Se procesaron 28 sueros de casos y un suero de un contacto, ademas de una
muestra control del antisuero anti-Bordetella pertussis mediante la técnica de
aglutinacion de anticuerpos en microplaca de Manclark 2?7, Muestras de suero no
lipémicos ni hemoliticos, sin inmunizacion y con cantidad de dos a tres mililitros de
suero para el estudio. Siendo las primeras muestras tomadas al paciente y recibidas
en el programa, ya que es dificil obtener una segunda muestra dado comdnmente a

gue los pacientes no son llevados a las unidades por su segunda toma de muestra.

5.5.1. Aglutinacion de anticuerpos mediante Técnica de Manclark
Se procesaron las 29 muestras de suero y la muestra control mediante microplaca
con pozos de fondo en “U”, de Manclark 4°. Se incluyeron muestras cuya
inmunizacién de los pacientes no fue informada o se desconocia y una muestra de
caso con esquema de inmunizacion completo para determinar el comportamiento de
los reactivos aglutinantes (Caso 27). El procedimiento fue en campana de
Bioseguridad tipo Il. Cuyo procesamiento fue el siguiente:
1. Se agregaron 50 pl de solucion salina al 0.85% del pozo dos al 10 en
microplaca.
Se agregaron al pozo uno, 100 pul de suero problema.
3. Del pozo uno, se tomaron 50 pl del suero problema y se pasaron al pozo dos
realizandose tres lavados, asi sucesivamente hasta el pozo 10.
En pozo 10, se tomaron 50 pl y se desechd.
Se colocaron de pozo uno al 10, 50 pl de antigeno preparado de B. pertussis.
Al pozo 11, se agregaron 50 pl de solucion salina + 50 pl antigeno (Control
Negativo).
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7. Al pozo 12, se agregaron 50 pl de suero de referencia + 50 pl de antigeno
(Control Positivo).

8. Se selld la placa con cinta adherente transparente,

9. Se rotul6 con fecha y clave de bitacora e Incub6 a 36 + 1°C durante 24 horas.

10. Al cumplimiento de 24 horas se reviso la formacién de reaccion de antigeno-
anticuerpo mediante la formacion de malla y se llevd nuevamente a
incubacion hasta cumplimiento de 48 horas.

11. Al termino de 48 horas, se dejaron la placas dos horas en refrigeracion,

12. Se leyeron, buscando formacion de malla en la superficie del pozo y se

reportaron lecturas de aglutinacion.

Se consider6 como positivo al pozo con formaciéon de malla por reaccion del
antigeno con titulos >1:16, y como negativo la formacion de botén en el fondo de la

microplaca con titulos <1:16 227228,

5.6. Andlisis de Sensibilidad y Especificidad

El andlisis se realiz6 de las 31 muestras procesadas mediante cultivo, las 14 por Rt-
g-PCR y las 29 por serologia mediante la aplicacion de la tabla 2x2 para el
diagndstico epidemiolégico para determinar sensibilidad y especificidad de las
técnicas (Figura 5) 397 38 Para la obtencién de la sensibilidad, se determinaron
como verdaderos positivos a los casos confirmados con un resultado positivo para
Bordetella pertussis. Para su especificidad, se determiné como verdaderos negativos

a los casos confirmados como negativos mediante Rt-g-PCR.

Figura 5. Tabla de contingencia para evaluar pruebas diagnosticas.

_§ Estandar de oro

[ =4

§ Positivo Negative Total
T Fosttiva {a) (b} {a+b)

1]

-§ Negativa {c) (d) {c+d)
a Total {a+c) {b+d) {a+b+c+d)
Sensibilidad = a/{a+c) VPP=af{a+h)
Espedficidad = df (b+d) VPN=d/{c+d).

Exactitud= (a+d)/{a+b+c+d}
Tomado de: Alvarez, HE, y E. Pérez. 2009. Utilidad Clinica de la tabla 2x2. Rev. Eviden Invest

Clin 2(1):22-27.
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6.0. RESULTADOS

6.1. Universo de muestra

Durante el periodo del 2009 al 2012, se recibieron un total de 635 muestras de
pacientes con un diagnadstico inicial de Sindrome coqueluchoide, perteneciendo el
71% (453) a los contactos y el 29% (182) casos (Gréfica 3).

Gréfica 3. Casos y contactos para Sindrome coqueluchoide, 2009-2012.

M Casos

/4 Contactos

n=635

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

Periodo durante el cual, se mostr6 el 2% (14 muestras) de rechazé por
incumplimiento en el tipo de muestra y/o el medio de trasporte empleado para el

envio al laboratorio (Grafica 4).

Grafica 4. Muestras rechazadas durante 2009-2012.

2%

M Procesadas

M Recahzadas

n=635

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.
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Asi mismo, durante este periodo, se obtuvo una disminucion en la cantidad de
muestras esperadas de contactos por cada caso registrado en el programa, siendo
mayor durante el 2010 y el 2012 donde se registra el aumento en el nimero de
casos reportados, correspondiendo para el 2010, 141 muestras faltantes y para el

2012, 179 muestras de contactos (Grafica 5).

Gréfica 5. Frecuencia de casos y contactos por afio.
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Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

El total de muestras recibidas durante el 2009 al 2012 tanto de casos y contactos fue
de 743, perteneciendo el 50% a ExNF, el 34% a sueros y el 16% restantes
pertenecian a otro tipo de muestras como exudados faringeos, exudados

rinofaringeos y muestras de sangre total para biometria hemética.

De los 182 muestras de los casos, el 34% (61) fueron remitidos con el estudio
epidemioldgico y con datos requeridos por los lineamientos para establecer el tipo de
caso que presentaba el paciente; obteniéndose escasa informacién sobre la
administracion de dosis de vacunas y escasa informacién sobre antecedentes de
lactancia materna. El registro de casos para tos ferina fue de 34 (56%) casos

probables, 20 (33%) casos sospechosos y 7 (11%) casos confirmados (Grafica 6).
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Grafica 6. Distribucion por definicion operacional.

l M Caso probahle
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M Caso confirmado

n=61

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.

El registro en base al género de casos y contactos fue del 57% (360) para el sexo
femenino y del 43% (275) para el sexo masculino durante el periodo del estudio;
mientras que de los casos con criterios de inclusion para el estudio, el género
frecuente en el sexo masculino con el 54% (33) y el 46% (28) al sexo femenino

(Gréfica 7).

Gréfica 7. Distribucién de casos por Género.

46%
54% MF

MM

n=61

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

El nimero de casos entre los pacientes adultos fue del 18% (11) y mayor entre los
menores de 5 afios de vida con el 82% (55), observandose frecuencia entre los
lactantes de 2 meses de vida con el 32% (12) seguido por los menores de 3 meses

de vida con el 18% (7) (Grafica 8).
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Grafica 8. Muestras por edad (Meses).
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Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

Gréafica 9. Distribucién estacional de muestras.
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Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

En cuanto a los casos registrados por Jurisdicciéon del Estado, se obtuvo una
frecuencia de notificacion del 39% (24), seguido por la Jurisdiccidon no. 5 con el 38%
(23) (Grafica 9). La estacion de afio con mayor niumero de casos fue durante los
meses de octubre (8 casos) y diciembre (14 casos) (Grafica 10).
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Grafica 10. Distribucion de muestras remitidas por Jurisdiccion.

16
14
12
10

[ T S T -« T ¢ s

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ags Sep Oct Nov Dic

n=61

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

De los cuales, el 38% de los casos de tos ferina provenian con vacuna, solo el 23%
no habian recibido ninguna dosis y el 39% restante se desconocia 0 no recordaban
si fueron vacunados (Grafica 11). En cuanto a los casos procesados para el estudio
(29 casos y contacto), el 55% provenian sin datos disponibles de la vacunacién, el
42% no habian recibido vacuna y el 3% habia recibido su esquema completo en

base al estudio epidemioldgico del caso.

Grafica 11. Distribucién por estado de vacunacion.

MSi
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n=61

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

El 38% (23) de los casos, en base a el estudio epidemiolégico recibieron algun
tratamiento con antibioticos, el 39% (24) de los casos no habian recibido tratamiento

y el 23% (14) restante no se encontraba determinado en el estudio epidemiol6gico
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(Gréfica 12); el macrélido mas empleado durante el periodo en los casos fue la
eritromicina (52% de los casos), seguido por la claritromicina (42% de los casos) y

azitromicina (14% de los casos).

Gréfica 12. Administracion de Tratamiento.
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Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.
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6.2. Clinica

En base al registro del censo nominal, siete de los 29 casos y contacto fueron

positivos a tos ferina clinica; siendo el caso No. 15 positivo a Bordetella pertussis

mediante la clinica, cultivo, serologia y posteriormente confirmacion mediante Rt-g-

PCR; los casos No. 31 y No. 32 fueron concordantes mediante cultivo y Rt-q-PCR y

los casos No0.17 y 21 positivos mediante serologia (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados mediante Clinica, Cultivo, PCR-RT y Serologia.

NO. SITUACION | EDAD SEXO | VACUNACION RESULTADOS
CLiNICA CULTIVO PCRRT SEROLOGIA

1 CASO 3m M NO NEGATIVO NEGATIVO

2 CASO 4m F IN NEGATIVO POSITIVO POSITIVO: 1:32
3 CASO 1a2m F S/D NEGATIVO NEGATIVO

4 CASO 26a F /D NEGATIVO POSITIVO: 1:32
5 CASO 26a M S/D NEGATIVO NEGATIVO

6 CASO 32a F S/D NEGATIVO NEGATIVO

7 CASO 3m F NO NEGATIVO POSITIVO: 1:16
8 CASO 3m M NO NEGATIVO NEGATIVO

9 CASO 3m M IN NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

10 CASO 1a M S/D NEGATIVO POSITIVO: 1:64
11 CASO 4m F IN NEGATIVO NEGATIVO

12 CASO 54a F NO NEGATIVO POSITIVO: 1:64
13 CASO 7m M S/D NEGATIVO POSITIVO: 1:64
14 CASO 2m F NO NEGATIVO POSITIVO: 1:32
15 CASO 6m M NO POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO: 1:64
16 CASO 1m M NO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO: 1:1024
17 CASO 2m F S/D POSITIVO NEGATIVO POSITIVO: 1:1024
18 CASO 2m F NO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO: 1:1024
19 CASO 1m M NO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

20 CASO 5m M S/D NEGATIVO POSITIVO: 1:64
21 CASO 22d F NO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO: 1:32
22 CASO 2m M S/D NEGATIVO NEGATIVO

23 CASO 2m M S/D NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

24 CASO 1m M S/D NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

25 CASO 45d M S/D NEGATIVO NEGATIVO

26 CASO 5m M NO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

27 CASO 4m F SI NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

28 |JERO CONTR( POSITIVO: 1:1024
29 ONTACTO (0 /D F S/D NEGATIVO POSITIVO POSITIVO: 1:256
30 CASO 37a F S/D NEGATIVO POSITIVO POSITIVO: >1:64
31 CASO 10m F NO POSITIVO POSITIVO POSITIVO *

32 CASO 2m F NO POSITIVO POSITIVO POSITIVO *

* No presento muestra de suero
Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacéan 2013.
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6.3. Cultivo

De los 182 casos remitidos al programa, 61 casos cumplieron con los lineamientos
para caso de tos ferina, siendo 30 de los casos y un contacto procesados mediante
cultivo (Tabla 9). Obteniéndose, de los casos No. 15, 31 y 32 aislamientos positivos
para Bordetella pertussis (Imagen 9) con aspecto de colonias pequefas, grisaceas
color perlado en medios enriquecidos de Bordet-Gengou en un tiempo de 72 horas
de incubacién y confirmacion mediante técnicas de pruebas bioquimicas para
diferenciacion de especies del género. Los cultivos fueron enviados y confirmados
posteriormente por INDRE como positivos para B. pertussis. Veintisiete de las
muestras dieron un resultado negativo en el trascurso de 96 horas, asi mismo, se
obtuvo un aislamiento positivo para Haemophilus influenzae en Agar Chocolate

perteneciente a la muestra del caso No.13.

Imagen 9. Reaislamiento de cultivos positivos para Bordetella pertussis.

6.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Rt-q-PCR)

De 14 muestras de exudados nasofaringeos en solucién salina con cefalexina (40
pg/ml) enviadas al INDRE, se recibieron resultados de 8 muestras positivas para
Bordetella pertussis pertenecientes a los casos No. 2, 15, 16, 18, 29, 30,31y 32;y 6
muestras negativas mediante el procesamiento de Rt-g-PCR. Confirmando los
resultados obtenidos mediante cultivo de los casos No. 31 y 32 y mediante
serologias positivas pertenecientes a los casos No. 2, 16, 18, 29 y 30. Se obtuvo la
confirmacion del caso No. 15 positivo mediante el cultivo y serologia ademas de la
clinica (Tabla 9).
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6.5. Serologia

De 29 muestras de suero procesadas, al cumplimiento de 48 horas se registraron
lecturas de 15 resultados positivos mediante serologia frente al antisuero anti-
Bordetella pertussis (Imagen 10). Determinandose como positivas a las serologias

con formacion de malla por reaccion del antigeno-anticuerpo a partir de lectura de
titulos de 1:16.

Imagen 10. Lecturas séricas de Microplacas de Manclark, 48 horas.
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(1) Microplaca de Manclark, se observa formacion de
malla en pacientes No. 02, 04 y 07 reportandose
como positivos a las 48 horas. Vista por debajo,

donde se muestran las diluciones de izquierda a
derecha.
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(2) Microplaca de Manclark, se observa formacion de
malla en pacientes No. 10, 12, 13, 14, 15y 16
reportandose como positivos a las 48 horas. Vista
por debajo, donde se muestran las diluciones de
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izquierda a derecha.

(3) Microplaca de Manclark, se observa formacion de
malla en pacientes No. 17, 18, 20 y 21
reportandose como positivos a las 48 horas. Vista
por debajo, donde se muestran las diluciones de
izquierda a derecha.
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(4) Microplaca de Manclark, se observa formacion de
malla en muestra control, No. 28 reportandose
como positivos a las 48 horas. Vista por debajo,
donde se muestran las diluciones de izquierda a
derecha.

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Publica, Michoacan 2013.

Del 20% (3) de los casos procesados mediante serologia, se registré un titulo de
anticuerpos de 1:1024 perteneciendo de los casos No. 16, 17 y 18, las cuales
posteriormente fueron confirmadas como positivas a B. pertussis mediante Rt-g-
PCR. En el procesamiento del suero control del antigeno, el titulo de anticuerpos
reportado fue de 1:1024 (Grafica 13).
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Gréfica 13. Resultados, Lectura de serologias a 48 horas de incubacion.

1200
1024 1024

1000

800

600

400

200
64 64 64 64

1328 3167 1

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718192021 222324252627 282930

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.

El 7% (1) de los titulos de anticuerpos reportados fueron de 1:256, el 40% con titulos
de anticuerpos de 1:64 pertenecientes a los casos No. 10, 12, 13, 15, 20, 30; Siendo
que el caso No. 10 y 12 quienes provenian iniciada la administracién con eritromicina
y claritromicina combinada. Lo que justificaria la disminucion en el éxito para aislar al
agente mediante cultivo. Los cuatro casos restantes no tenian determinada la
iniciacién de antibioticos. Solo el caso No. 15 y 30, fueron confirmados mediante Rt-
g-PCR. Del 27% de las muestras, los titulos de anticuerpos fueron de 1:32 y 6% con
titulos de anticuerpos de 1:16. Durante el estudio, se procesé un caso con dosis de
vacunacion completo, siendo el caso No. 27, del cual se reportd resultado negativo

frente a las tres técnicas empleadas.

6.6. Andlisis de Sensibilidad y Especificidad

En este estudio, se considerd la técnica de Rt-g-PCR como prueba de referencia
para evaluar la sensibilidad y especificidad de las técnicas dado que el cultivo mostré
una baja utilidad para su consideraciéon como el estdndar de oro. La sensibilidad y
especificidad obtenida para el diagnostico en este estudio fue para los 7 casos
positivos para tos ferina clinica, los 31 casos procesados mediante cultivo, los 14
resultados de procesamiento mediante Rt-g-PCR y los 29 sueros procesados
mediante serologia. Los resultados se muestran en la Grafica 14, donde se obtiene
una sensibilidad por la clinica del 99.8%, una especificidad del 86% y una eficacia

del 68.7%. Mientras que del cultivo, la sensibilidad fue del 12% y una especificidad
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del 99.9% presentando una eficacia del 29% en este estudio. En lo que al PCR-TR
respecta, su sensibilidad obtenida fue del 89% con una especificidad del 99.9% y
con una eficacia del 93%. Por ultimo la sensibilidad obtenida por la serologia fue del

99.9%, con una especificidad de 43% y una eficacia de la prueba del 70%.

Grafica 14. Andlisis de Sensibilidad y Especificidad.
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Fuente: Laboratorio de Bacteriologia. Laboratorio Estatal de Salud Pablica, Michoacan 2013.

LESP-QFB P&g.56



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

7.0. DISCUSION

La baja sospecha clinica sobre la enfermedad se considera como una de las
principales limitantes que impiden la busqueda de Bordetella pertussis entre la
poblacién 12 22.28; siendo la presencia de cuadros atipicos lo que permite confundirla
facilmente con otras infecciones de las vias respiratorias 22%%4 o por el
desconocimiento de la enfermedad, que permite la desatencion por parte del

paciente o sus familiares.

Los estudios epidemioldgicos, orientan sobre el estatus del paciente, sin embargo,
en este estudio, se observdé que carecian de datos de importancia como la
administracion de antibioticos, vacunas, si se realizd biometria Hematica, el tiempo
de evolucion de la enfermedad o inicio de los sintomas, la lactancia materna, entre
otros; lo que hace relevante destacar que esta informacién es necesaria, no solo que
se plasme en dichos informes; sino que ademas orienta y facilita la eleccién de
técnicas en el laboratorio, inclusive la muestra y el medio de transporte que se debe
utilizar para los pacientes. Ademas de que el plasmar esta informacién es de
caracter obligatorio de acuerdo a los lineamientos 272 274 373 | a falta de datos en el
llenado del estudio epidemiolégico, asi como él envié de muestra solo en un medio
de transporte limita a procesar solo por una técnica y disminuye la deteccion de
casos mediante la recuperacion o deteccién de la bacteria en el paciente.

Desde el pasado, el cultivo se considera como la prueba patrén o estandar de oro
236, 241 por la alta especificidad que esta presenta, ya que hasta hoy, es la Unica
técnica que permite trabajar directamente con la bacteria, sin embargo, de acuerdo a
lo reportado sobre dicha técnica y por los resultados obtenidos mediante este
estudio, su sensibilidad se vio afectada por diversos factores, como la administracion
de antibidticos previo a la toma de muestra 178 283 una muestra tomada fuera del
tiempo en que se puede aislar o detectar el agente, preservacion de la muestra en
condiciones inadecuadas, el envié de la muestra Gptimo para procesamiento o el
medio de transporte inadecuado 4+ 223 |o que hace que su rendimiento disminuya
hasta en un 60%, por lo obtenido en el estudio, la sensibilidad se mostré afectada
hasta el 12% para recuperar a la bacteria del paciente, por lo que se puede ver la
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necesidad de incorporar una prueba alternativa en compafiia de su procesamiento
para descartar posibles falsos negativos. Sin embargo, cabe mencionar que se le
considera una técnica Unica y de gran importancia para su procesamiento, ya que
ademas de permitir aislar, identificar y realizar esquema de susceptibilidad a los
antibidticos a B. pertussis, también permite seguir de cerca los cambios que va

sufriendo en el medio la bacteria.

El empleo de la reaccién en cadena de la polimerasa (Rt-g-PCR) ofrece buenos
resultados frente al diagnéstico de la tos ferina 23, principalmente por que
proporciona una alta sensibilidad y especificidad 2>° ademas del tiempo optimé para
obtener los resultados. Pero a pesar de poseer estas grandes ventajas su dificultad
de disposicion principalmente siendo su alto costo y los rigurosos controles de
calidad 34 que requiere, continian afectando su disponibilidad para incorporarla ante
el diagnéstico. Ademas de mencionar que solo detecta el material genético y no la
vialidad de la bacteria. En el estudio, solo pudieron procesarse 14 de las muestras
de los 31 casos establecidos mediante dicha técnica debido principalmente a que se
las muestras de ExNF provenian en medios de transporte Regan-Lowe o por el
tiempo que habian sido tomadas (exceso de dias de transito) requerido para su
procesamiento. Sin embargo, por lo obtenido en el estudio, se observa la gran
utilidad que presenta, pudiéndose considerar a la Rt-g-PCR como una técnica
auxiliar para la confirmacion de la bacteria en el paciente cuando el cultivo se

encuentre tardio o vaya con un resultado negativo.

La serologia presenta ser una herramienta util de acuerdo a lo reportado por Sanz
Moreno JC et al 2002, quienes en su estudio realizan una descripcion de las
principales técnicas destinadas hacia el diagnéstico de laboratorio de tos ferina®. A
pesar que la técnica de Manclark se ha dejado de emplear por ofrecer una baja
especificidad por la reaccion cruzada con otras especies del género Bordetella,
Haemophilus, Mycoplasma pneumoniae y Escherichea coli 1 2%, la alta sensibilidad
gue esta proporciona puede ser de gran utilidad y ventaja frente al diagnéstico de
Sindrome coqueluchoide, ya que un titulo elevado de anticuerpos permite dar

informacion necesaria para contrarrestar el proceso de complicacion en el paciente
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siempre que la clinica se encuentre de forma clara, ademas de considerar que entre
una posible reaccion cruzada puede dar inicio para la sospecha y busqueda de
casos de Bordetella. En este estudio, la serologia resulto ser (til, ya que su
sensibilidad mostrada (99.9%) permitiéo observar un panorama sobre la situacién que
presentaba el paciente frente a la infeccion y a su vez revisar de forma cautelosa el
procesamiento del cultivo para la recuperacion de la bacteria. Cabe mencionar que
resulta ser util sobre todo en los pacientes provenientes sin esquemas de
vacunacion o en los adultos en los que la cobertura de vacunacion ha disminuido y
desapareciendo paulatinamente. Ademas de su bajo coste, resulta ser
complementaria con el cultivo cuando la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa no se encuentre disponible 306387,

8.0. CONCLUSIONES

Con la reemergencia que presentod la tos ferina en los ultimos afios por el aumento
en el numero de casos entre los adolescentes y adultos con vacunacion en su
infancia 1° 292, Bordetella pertussis volvié a marcar su importancia clinica en todo el
mundo, y con ella la necesidad de la busqueda de mejoras entre los procedimientos
ya existentes que permitan evidenciarla durante la infeccion, ya que su propagacion
hacia los menores de edad va en aumento debido a cuadros atipicos o
asintomaticos entre el grupo de adolescentes y adultos en quienes se confunde con

mayor facilidad con otras enfermedades de las vias respiratorias 2% 164,

Entre las posibles causas de su propagacion entre los adolescentes y adultos, la
dificultad diagnéstica continda siendo la limitante nimero uno para conocer la
situacion epidemioldgica actual de la enfermedad 1 2 22, Observandose en este
estudio la necesidad de notificar los casos frente a la sospecha de infeccion y
estableciendo que es necesario enviar las muestras de EXNF y suero
correspondientes en dichos lineamientos para alcanzar mayor éxito en evidenciar a

B. pertussis durante su infeccion.

La baja sensibilidad del cultivo en el estudio, sugiere la necesidad de incorporar otra

técnica auxiliar que permita continuar con el diagnostico frente a Bordetella pertussis
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cuando la clinica se encuentra de forma mas clara y su resultado sea negativo. Sin
embargo, su importancia se ve relevante para seguir incorporandola en el
diagnodstico para tos ferina, ya que es la Unica que permite confirmar el diagnostico
de casos esporadicos y aportar la informacion necesaria que permita seguir de cerca

los genéticos que va sufriendo B. pertussis.

La Rt-g-PCR, es una gran alternativa para la identificacion de Bordetella pertussis, la
alta especificidad y sensibilidad > 164 observada durante el estudio, permite la toma
de decisiones de forma rapida sobre el paciente %3, Pero no obstante, sus
limitaciones aun presentes para su disposicién en los laboratorios impiden optarla
como Unica prueba de rutina para la tos ferina, ademas de considerar que es de
relevante importancia el trabajar de forma directa con B. pertussis. Por los resultados
obtenidos, puede ser de gran utilidad para la evidenciar a la bacteria en el paciente
cuando el cultivo sea negativo. El incremento de sensibilidad de la Rt-g-PCR
respecto a la serologia es menos evidente y es por ello que se recomienda su uso

en combinacion de estas técnicas.

En cuanto al empleo de la serologia mediante la técnica en Microplaca de Manclark
frente al diagnéstico de B. pertussis, resulta ser una prueba muy sensible pero
inespecifica. Sin embargo, presenta ser de gran utilidad en el laboratorio ante el
diagnostico de la tos ferina®. Pese a la aparente reaccion cruzada con otras
bacterias > 2%, su alta sensibilidad resulta ser una ventaja, ya que los titulos
elevados de anticuerpos, permiten aportar la informaciéon necesaria en un tiempo de
48 horas en diferencia con el cultivo ante los casos que se encuentran de forma
graves o en convalecencia; ademas de que puede ser empleada sobre todo en los
casos no vacunados o en pacientes adolescentes y adultos en quienes son
susceptibles por la declinacion de la vacuna y hoy en dia se encuentran en aumento.
Su eficacia mediante la técnica del Dr. Manclark puede ir en mejora empleandose
s6lo en pacientes no vacunados, adultos y exigiéndose un llenado completo de los

estudios epidemioldgicos.

Por lo anterior, se considera que las técnicas empleadas en el estudio frente al

diagndstico de la tos ferina resultan ser complementarias. Observandose que si se
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usan las tres en combinacién la sensibilidad aumenta y pueden arrojar resultados
que aborden al diagnostico de la enfermedad en el paciente y por consiguiente en su

salud, ademas del apoyo al médico y la vigilancia epidemioldgica.

En el seguimiento de Bordetella pertussis por los sistemas de salud, se sugiere y es
necesario implementar capacitacion desde el primer nivel de atencion hasta el

laboratorio.
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ANEXO | Estudio Epidemiologico de Tos Ferina

SISTEMA NACIONAL DE SALUD
ESTUDIO EPIDEMIOLOGICODE TOS FERINA

B R LS b 2

1. IDENTIFICACION - PACIENTE
Nomero de Caso
Nombre y apelidos

J3 1 DELEG

Domicilo compiato

Localdad Municipio

Ii. DATOS DE NOTIFICACION - ESTUDIO

Fuente de nolificacion: Inmedata { ), Rutinaria ( }, VEA { ) Laboratorio{ )

Fecha
Fecha Primer Contacto con Serv. de Salud

Fecha Ingreso al Hospital

Fecha Notificacion 3 ia Jusisd. / Deleg.

Fecha Notificacidn a la Coord. Estatal

Fecha Notificacikn 313 DGE

Fecha Estudio por Unidad 7 Juris. / Deleg.

Ill. UNIDAD TRATANTE

Nombre ¢.3./Hesp Clin.

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE TOSFERINA

No. Lab. Estatal No. IRORE
Edad Sexo
Telefono

BROTE &y )nef )

Responzable Teléfono

Sem. Notifc.

Insthucion

Domicitio

Telkétono

Derechohabienie

NUm. de Expediente

e ) Ny )
Medico Tratante

IV. ANTECEDENTES

VacunagoconfraTosferina > & ) wex ) No. Desis Fecha de Oltima aosls

Tipo de vacuna ( 5-0PT, 2 Pertiviiwnte, 3- Hocavawntn, 4 Tdaz, 5-Ove, 8- Nogons, 0-grona |
Fuente dge Informackon ( 1-Canlle, 2-Owe togsan, 3-Verbel & Ignceds )
¢ Ha tenido contacto con c3scs similares en ias dlitmas & semanas 7

¢ Ha viajade o recidigo visitas en las Gmas 6 semanas ?

Lugares visitacos y fechas

s ) wof )
o ) wof }

V. CUADRO CLINICO

Feche da o de s Tes Semens de inkdo Durfecién ce b Tes
Tos s ) no| ) dias
Tos paroxistica & ) e )
Tos espasmodica e ) wof ) Estridor laring=0 Inspiratorio af ) wef )
TOS en 3ccas0s g ) ny ) Hemoragla conunival, otras af ) e )
Tos ematizanie () nef( ) Episodios de apnea o cianosis af ) we( )
Tos clanotizante & ) wo| ) Fleore  a( ] wno( ) Cusntificackn L
0Otros catos ciinicos
Dlagnéstico Inicia
Tratamiento con antibidtico: e ) we{ )
3) Antibiotico Fecha Duracion diaz
b} Antibidtico Fecha Duracion dlas
¢} Antibioaco Fecha Duracion diaz
g) Antibiotico Fecha Duracion dias
€} Antibidtico Fecha Duracion dias
Complicaciones a ) wef ) Especificar
Evolucien (1- Sane, 2-Comvelencesle, 3-Deluncitn, 4- Hosptaldo, 5- Trasleds, - Igromdo)
Fecha de Defuncién Fecha de Egreso Hospitalario
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SISTEMA NACIONAL DE SALUD
ESTUDIO EFDEMICLOGICCBDE TOS FERINA

W. ESTUINOS DE LABORATORIC Y GABINETE

Bometiahen. 3 ) N{ ) Fecha Leucocios Lirfocitos %
Bamccin e

St st Fecha de Taws. Ferha de Erwio FechadeLiegnds  Fecha de Resutwin Rentwin

Cuitivo

PCR-TR

Rasultadoe Final Laboratorio (1-Postivo, 2-Negatho, 2 Procesn, 4- S rwestm, 5 B H

Lab. que procesa (2 muesira { Lab. NDRE, = Lzb. Exintel, 3-E3b. Frivado, 4 boh Hoopial, # inaracd )

Radiologia {Fox Torx)

W ACCIONES DE CONTROL

Bloqueo Bf }no{ ) Fecha lnido de Bloqueo Fecha Témmino de Bloquen

Cobestira en o municpic amves del bloquee %

Coberara en & municipio posterior &l  bloqueo % Bosis aplicadas en Bloguen

Birsqueda de Contactos omas Casos 7 ai ) no{ ) Especiaque el lugar

Vil CLASIFICACION DEL CASO

Fecta Feco
Probable { ) Descartade { )
Abipica {3 ( Ca30 Conmndo par BHaRTCA0, CO oM e Rt r=seciioo, CoTnaes o ke
Confirmado { ) { 1-Labosatono, 2- AsCxiacon epiemiclogca, 3 Ciinica
Diagnaostice Final
Cheenadones

L ICENTIFICACION Y ESTUDIO BE CONTACTQOS

Eshufio de Contactrs = ) wof ) Nimero de Contactos
Nombra 1 Ead Sexo
Cantacto dormiciliario sf ) ne{ ) Parentesco oan e caso
Tos o satamas respiratonios 3 ) No{ ) Dras con tos

Ha rechido desis de vaouna contra la Tosferina? s § nof )} Cuantas dosis?
Tipa de vacuna aplicada {+DFT, > Poindiore, 3 Hoovalenie, 4 Tdy, §0tm, & Nnguo, BHgam )

Tiempa aprox de ultima dosis de vacuna apficada contra Tos ferina Toma Antiiotico 7 & ) N )

Fecha de torma del Cultive 3 Resultada dal Cultivo 40N P, 2 Megeivo, Smas da

Fecha de torma de PCR * Resuliado de PCR FIT e I .

Clasificacdon de comacto 1 11-Cond Lab 2-Codf. 3-Card Qickos, $-Owscariadn, B-Frotabie, BGonf Ao, T-Forteds fostva Lak )

Narmbra 2 Edad Sexo

Contacto domiciliario af ) no( ) Paremtesca con & case

Tos o sinkomas respiratonios 8 ) o ) [¥as con tos

Ha rechido dosis de vaouna cona b3 Tosferina? sy § mof )} Cuantas dosis?

ﬁpodemnaadwa (+OFT, 2-Peinvdare, 3 Heenaktz, & Fdap, &0tm, -Ngurs, Hoon )

Tiempo aprox. de Litima dosts de vacuna apbeada contra Tos ferima Toma Antibiatico 7 8 ) No{ )

Facha de toma del Cuftivo * Resultado del Cultivo [ v 1- Powto. 2 Negedvo, ——

Fecha de toma de PCR * Resultado d2 PCR B i A

Clasificacion de contacin 2 no Lt 2-Canf $-Cam Cheicn. ¢ Dmcactecty, BProcaiie, B-Cont Ao, T-Partac omtva Lt
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CONTINUA - FOENTIFICACICN SISTEMA NACIONAL DE SALUD
¥ ESTUDIO DE CONTACTOS ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE TOS FERINA
Nombre 2 Edad S
Contactp domiciliana s pnaf ) Parentesco con e caso
Tos 0 sikDmas respiratoriosy ) wof ) Dias con os
Ha recibido desis d2 vaoma contra b Tosfeina? & ) N §  Cuantas dosis?
Tipo de vacuna aplicads (+DFT, 2 Portwalerde, 3 Hemniente, & Toep, -Ctn, &-Nngna, Honars]
Tiempo aprox. de ilima dosis de vacuna aplicada contra Tos ferina Tomo Antibidtico ?
Facha de woma del Cultivo * Rasultado ded Cultvo 441 Poia, I Nagrto u‘._:_
Fecha de toma de PCR * Resuttada de PCR e — | |
Clasificacion de contaco 3 I1-Codomt: Lab , 2- Cowt Amoucidn, }-Carf. Gtvon +-Owoeriec $-Proietis B-Conf Apm T-Foriacde poetvo Lab )
Nombre 4 Edad Saun
Contacio domicibaria s pnof ) Parentesco con e caso
Tos o Sntomas respiratoriody ) N } Dias con s
Ha recibido dosis d= vacuna contra la Tosferma ? e ) s ) Cuantas dosis?
Tipa de vacuna aplicaxta (+DFT, 2-Petwalenie, 3 Hesraiorie, 4 Tdop &-CWm, 8-Ninguna, $-gnars )
Tiempo aprox. de iltima dosis de vacuna aplicada contra Tos ferina Tormod Antibictico 7 a
Fedha de toma del Cultivo * Resultado del Cultivo 41 Pt 2 Negero e "I
Facha de toma de PCR * Resultadn de PCR e | |
Clasdicacion de contacio 4 {1Codomx Lab, 2 Coof Amamcitn, SCor? O ecm, 4-breceriedc, E-Frotete, E-Coanf. A phx, -Porede postvo Lab )
Nombre § Edad Saam
Coniacto domicifiania 8 pwof ) Parentesco con el caso
Tos 0 smipmas respiratoiesy ) waf } Dias con s
Ha recibido dosis de vacuna contra b Tosfama? &{ ) wo{ ) Ciantas dosis?
Tipo de vacuna aplicada (+DFT, 2 Pontwakerie, ¥ Hemvderte, & Toop, &-Okm, & Ninguna, $-onom |
Tiempo aprox. de iltima dosis de vacuna aplicada contra Tos ferina Tomd Antibiotico ? 8
Fecha de toma del Cultivo * Resultado del Cultvo 1 P, € Megrta |+J—4"'7
Facha de koma de PCR 3 Resultado de PCR Rt
Cla=ificacion de contacto 5 HCarirmed Lah, 2- Cont Aecamcidn, ICort. Gimae, $-Cascerec, --Protete, E-Ood Mgkn, T-Fortedo: poster Lab
Nombe 8 Edad Saxm
Contacio domicifiario s ) ) Parentesco con el caso
Tos 0 sndomas respiratoriosy ) waf ) Dias con tos
Ha recibido dosis d2 vaouna contra b Tosferina ? & ) 8o §  Cuantas dosis?
Tipo de vacuna aplicads (+DFT, * Portealede, 3 Hemndonte, & Toep, €Ctn, &Nngna, Honars |
Tiempo aprox. de ultima dosis de vacuna aplicada contra Tos ferina Tomo Antibidtico ?
Fecha de loma del Cultivo * Rasuhtado ded Culthvo 11 P, 2 Megrtm | _%"|
Facha de loma de PCR * Resultada de PCR o
Clasificacitn de contacio § 11-Codomt: Lab , 3- Cowt Amoucin, 3-Ca. Givos A-Cwmowriec $-rintis 5-Cof Mg T-Portedks poxtva Lab s
Nombre 7 Edad Saun
Contacto domicikanio a pnaf ) Parentesco con e caso
Tos 0 Sntomas respiratorinsy ) wo{ ) Dias con &5
Ha recibido dosis d2 vaouna contra kb Tosferna? & ) N ) Cuanias dosis?
Tipa de vacunza aplicada (+0FT. 2-Portwolerde, 3 Heooaionie, 4 Toop, &Oba, 8-Nngns, $-gnor |
Tiempo aprox. de ilima dosis de vacuna aplicada contra Tos ferina Tomo Antibittico 7 s ) Nt
Fecha de boma del Cultive * Rasuitado ded Cultvo AP, 2 wgrea ) [ Emaas
Fecha de loma de PCR * Resuttado de PCR e —
Clasdicacion de contacio 7 {1-Codoms Lab, 2 Coof Amcmoitn, 3-Conf Ohwon, 4-Damceriec, E-Frotutie, §-Conf. Ad g, $-Poriecde: powtvo Lab
Elaboro
Nomie [5) odkcFamma  ApdloMdeTD
Camg ! Pue Frra numcbn e

3 Pararvepects de recutiado o Caivo y PCR, Ul fox nimence ubloacos dentrd 6 e oarnheries ll-!~ 38 ]
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ANEXO Il Procedimientos para Toma de Muestra

Exudado Nasofaringeo (ExNF)

Es dispensable llenar el estudio epidemiolégico antes de la toma de muestra 6. Se
recomienda la utilizacion de hisopos de rayon o dacron con mango flexible ante la
basqueda de Bordetella pertussis. Asi como la toma de muestra para el caso y de

cinco de sus contactos 334 363,

Procedimiento.

1. Recostar al paciente y elevar un poco su cabeza.

2. Introducir suavemente el hisopo de forma paralela al paladar; casi en su
totalidad hasta llegar a la nasofaringe (aprox. 2.5 cm en adultos y un poco
menor en nifos).

3. Rotar suavemente el hisopo para frotar la pared nasofaringe (obtencion de
células infectadas) y retirar cuidadosamente sin dejar de rotar.

4. Introducir el hisopo en medio de transporte de solucion salina con cefalexina
(40pg/mL).

5. Rotular medio de transporte con datos de paciente y fecha de toma.

De ser posible, procesar la muestra de forma inmediata al Laboratorio. En
caso no ser posible, la muestra debe mantenerse en refrigeracion a 4°C y

transportar al laboratorio lo mas pronto posible.

Para la toma de muestra en menores, esté debe ser sujetado por un adulto. El adulto
debe sentarse con el menor en su regazo, colocando uno de los brazos alrededor
del térax y el otro sosteniendo la frente para estabilizar su cabeza del menor. Con las
piernas y rodillas se estabiliza la parte inferior del cuerpo de menor y se prosigue con

el procedimiento para toma de muestra 2.

Aspirado Nasofaringeo (ANF)
El ANF se realiza en pacientes que se encuentran hospitalizados. Consiste en la
extraccién de muestra por nasofaringe mediante aspiracion de ésta y es recolectada

en un frasco estéril para su posterior procesamiento en laboratorio. Habitualmente se
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recomienda ser realizados por médicos o personal altamente capacitado para no

lastimar al paciente 306 327, 364,

Procedimiento.

1.

Es colectado mediante el paso de una sonda nelaton de un calibre apropiado
dentro de la nasofaringe.

Introducir una aguja en el antrum maxilar por debajo del cornete inferior, 0 en
el seno frontal por debajo del marco supra orbital del ojo.

Aspirar el liquido del seno. Aplicar 1ml de solucion salina estéril y aspirarlo
nuevamente.

Inyectar una parte de la muestra en un medio de transporte para anaerobios y

enviar el resto en un contenedor estéril 0 en la propia jeringa.

En la sospecha por Bordetella pertussis, la muestra debe ser sembrada de forma

inmediata al ser obtenida. Colocando 5 gotas en superficie de medio de Bordet-

Gengou, asi mismo colocar en tubo estéril aspirado para procesamiento mediante

Inmunoflorecencia directa o PCR-TR 362,

Muestra Seroldgica

La puncién venosa permite extraer la cantidad de sangre necesaria para el

procesamiento mediante serologia. Se debe utilizar tubos con tapon de gel que

permitan separar los componentes de la sangre después de la centrifugacion 24% 284,

Procedimiento.

1.
2.

Explicar al paciente lo que se realizara.

Localizar una vena en cara anterior del codo y colocar el torniquete en la parte
media del brazo.

Desinfectar el area con un algodon humedecido (alcohol 70%) e introducir la
aguja con el bisel hacia arriba.

Al fluir la sangre retirar torniquete y obtener cantidad de sangre requerida
(3.0-6.0 mL).

Retirar la aguja y colocar torunda con alcohol sobre el sitio de puncion
ejerciendo presion para detener la hemorragia.
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Debido a que la toma de sangre es para obtencién de suero, no se debe utilizar
anticoagulante y si el tubo tiene gel, centrifugar lo antes posible. Es decir, dentro de
las primeras 8 horas de recolectada la muestra sanguinea. Es muy importante que la
sangre se deje coagular de 30 a 45 minutos (maximo 2 horas) para obtener una

mayor volumen de suero 284 287,
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ANEXO Il Medios de Transporte para Bordetella pertussis

Medio de Transporte de Solucién Salina con Cefalexina

El medio de transporte recomendado para el transporte de muestras para casos con
Sindrome coqueluchoide y contactos es en Solucion salina con 40 microgramos/ml
de Cefalexina (SIGMA). El contenido del antibidtico a esta cantidad favorece la

conservacion de Bordetella e inhibe la flora de microorganismos Gram positivos 252,

Procedimiento.

1. Pesary diluir 10 pg de Cefalexina en 250 mL de solucion salina (0.85%).

2. Esterilizar la solucién por filtracion utilizando membrana de nitrocelulosa 0.45
micras.

3. Distribuir 1.0 ml de solucién con Cefalexina en tubos estériles (0.5 mL por cada
tubo).

4. Conservar a -20°C hasta por un maximo de tres meses, evite congelar y

descongelar consecutivamente.

La utilizacion de este medio de transporte permite la busqueda del agente por Rt-g-

PCR. Una vez utilizado debe ser desechado como RPBI 231,

Medio de Transporte Regan-Lowe
El medio de trasporte de Regan-Lowe permite mantener viable a la bacteria durante
el transporte de la muestra, este medio semisélido contiene la mitad de la

concentracion de agar de medio de cultivo Regan-Lowe.

Formula.
Agar carbén OXOID (numero de catalogo CM119) 25.5¢
Sangre de caballo estéril y desfibrada 100mL

Solucién estéril de cefalexina (se puede usar
“Oxoid Bordetella suplement, nimero de catdlogo SR82) 10mL

Agua deionizada y esterilizado 890mL

LESP-QFB Pag.111



“Situacion del Diagnostico de Bordetella pertussis por Laboratorio en Michoacan, periodo 2009-2012”

Procedimiento.

1.

Transferir 25.5 g de agar carbon Oxoid a un matraz Erlenmeyer de 2.0 L y
afadir 890 mL de agua deionizada y esterilizada. Agregar una barra
magnética al matraz para agitar la solucion.

Colocar en parrilla de agitacion con calentamiento y ajustar la velocidad de
agitacion para mantener el agar en suspension. Cubrir el matraz con papel
aluminio.

Calentar lentamente la solucion hasta llegar a ebullicion para disolver el agar.
Tener cuidado de no quemar la solucion.

Esterilizar el agar en autoclave por 15 minutos a 121°C y 15Ib de presién
Colocar el matraz con agar estéril en bafio de agua para que se enfrie hasta
50°C. Este paso es necesario para prevenir que se deteriore la sangre de
caballo y la cefalexina cuando se agregue a la solucion.

Una vez que el agar se ha enfriado, afiadir asépticamente 100mL de sangre

de caballo estéril y desfrinada *°.
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ANEXO IV Preparacion de Medios de Cultivo

Medio de Cultivo de Bordet-Gengou (Tradicional)
Medio empleado para proceso de identificacion de especies del género Bordetella.
Las cepas inoculadas deben mantener un ambiente humedo para un mejor

desarrollo de colonias 241.

Formula.

Papa amarilla en inicio de germinacion 150.0g
Cloruro de Sodio 5.4g
Agar bacteriolégico 30.0g
Glicerol 10mL
Sangre de carnero desfibrinada estéril 150-200mL
Agua destilada, de ionizada. 1000mL

pH 7.2-7.5, enfriar 50°C
Procedimiento.

1. Pelary cortar papas en trozos pequefios.

2. Lavarlas con agua destilada y envolverlas en gasa.

3. Sumergir en aproximadamente 1 ¥ veces el volumen final deseado de agua
destilada.

4. Someter a ebullicion de 1 %2 a 2 horas, hasta que adquiera consistencia de
puré.

5. Retirar el paguete de papa y dejar sedimentar la infusion de 6-12 horas, en
refrigeracién. Decantar y desechar el sedimento.

6. Agregar agar, NaCly glicerol a la infusion.

7. Dejar enfriar hasta 50°C y afiadir NaOH al 2% hasta obtener un pH de 7.2-
7.5.

8. Envasar en un matraz y esterilizar a 15 libras de presion durante 15 minutos.

9. Dejar enfriar a 40-45°C, adicionar la sangre en condiciones estériles con
agitacién constante y vaciar las placas.

10. Agregar antimicrobianos si se desea disueltos en 5 0 10 ml de Solucién salina
fisiologica (0.85%) junto con la sangre, distribuir en placas desechables

estériles.
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Control de calidad.

Microorganismo Incubacion
de referencia Tiempo | Temperatura °C |[Atmosfera| Resultado
Bordetella pertussis 48-72h 35-37 Aerdbica |Crecimiento

Almacenamiento y caducidad.

Las placas ya preparadas son de un color cereza brillante. Se pueden almacenar por
30 dias a temperatura de 2 a 8°C, lejos de luz directa. En caso de presentar sefiales
de deterioro, contaminacion o fecha de caducidad vencida, no utilizar. Proteger de

humedad y congelamiento 16 251,

Agar Bordet-Gengou (Comercial, Difco™)

La base de Agar Bordet-Gengou, con la adicion de glicerol y sangre estéril, se utiliza
en procedimientos cualitativos para la deteccién y es aislamiento de Bordetella
pertussis a partir de muestras clinicas como exudados o aspirados nasofaringeos,

de las secreciones bronquiales 284 287,

Formula.

Infusion de papa 4.5¢9
Cloruro de Sodio 5.5g
Agar 20.0g
Agua 850mL

*Ajustada y/o complementada cuando sea necesario para cumplir con los criterios de

desempefio.

Procedimiento.
1. Suspender 30g de la base de Agar en 1.0L de agua destilada que contenga
10mL de glicerol y mezclar bien.
2. Calentar la mezcla anterior agitando frecuentemente y hervir durante un
minuto para disolver por completo la base de agar Bordet-Gengou.
3. AjustarapH a 6.7+0.2

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 154 minutos.
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5. Afadir asépticamente 15% de sangre estéril desfibrinada de carnero al medio
cuando éste alcance de 45-50°C. Mezclar bien.

6. Vaciar el medio de cultivo en cajas de Petri estériles.
Realizar prueba de esterilidad en estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.

8. Almacenar a temperatura de 4-8°C, el medio de cultivo preparado puede
durar hasta 30 dias.

Control de calidad.
Inocular las siguientes cepas de Bordetella en el medio de cultivo previamente

preparado, e incubar a 35+ 2°C durante 48-72 horas 284 287,

Microorganismo ATCC Recuperacién de CFU™ con sangre de
carnero al 15%
Bordetella bronchiseptica 4617 Buena 30-300
Bordetella parapertussis 15311 Buena 30-300
Bordetella pertussis 8467 Buena 30-300

Limitaciones de procedimiento.
Algunos Haemophilus spp. Pueden crecer en el aislamiento de Bordetella y pueden

dar reaccién cruzada con antisueros- B. pertussis 284 287,

Medio de Cultivo Regan-Lowe

Las placas de agar Regan-Lowe con carbdn se usan en laboratorios clinicos para el
aislamiento de Bordetella pertussis en aspirados y exudados nasofaringeos de tos
ferina, pero demostré ser un medio de enriquecimiento para el aislamiento selectivo
B. pertussis y B. parapertussis. Consiste en un agar con carbén como base
suplementado con cefalexina (RL+C) para inhibir bacterias de la nasofaringe, asi
como sangre de caballo desfibrinada para el crecimiento de otras especies de
Bordetella. El uso de este medio sin cefalexina (RL-C) en paralelo a RL+C es
recomendado, ya que varias cepas (<10%) de B. pertussis no crecen en RL+C. B.
holmesii también es inhibida por la cefalexina. RL-C se usa en subcultivos para
obtener un mayor crecimiento de aislamientos para pruebas bioquimicas, de

aglutinacion e inmunoflorecencia 284 287,
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Materiales para preparar un litro de medio de agar.
Agar carbon OXOID (namero de catalogo CM119) 51g

Sangre de caballo estéril y desfibrinada 100mL

Solucion estéril de cefalexina

(“Oxoid Bordetella suplement”, numero de catalogo SR82) 10mL

Agua deionizada, estéril 890mL

Procedimiento.

1.

Transferir 51g de agar carbén OXOID a un matraz Erlenmeyer de 2.0 L y
anadir 890 mL de agua. Afadir una barra magnética para agitar la solucion.
Coloque en un agitador magnético con plato calefactor que permita la
agitacion, con la finalidad de que el agar se disuelva y se mantenga en
suspension. Mientras la solucién se calienta, cubrir el frasco con papel
aluminio.

Calentar lentamente la solucién hasta que inicie la ebullicion para disolver el
agar. Tener cuidado de no quemar la solucion.

Esterilizar el agar en autoclave por 15 minutos a 121°C y 15 Ib de presion.

5. Colocar el matraz con el agar estéril en bafio de agua para que se enfrie

hasta 50°C. Este paso es necesario para prevenir que se desnaturalice la
sangre de caballo y la cefalexina una vez que se agreguen a la solucion.
Afadir asépticamente 100 ml de sangre estéril desfibrinada de caballo,
después de que el agar se ha enfriado hasta la temperatura deseada.
Preparar la solucién de cefalexina disolviendo 40mg de cefalexina en 10 mL

de agua. Filtrar la solucion para esterilizarla.

Nota: Se pueden usar dos frascos de “Oxoid Bordetella Suplement” en lugar de los

10 mL de la solucién de cefalexina.

8.
9.

Preparar el suplemento afiadiendo 0.5 ml de agua estéril a cada frasco.
Afadir asépticamente 100 ml de solucién estérii de cefalexina. La

concentracion final de cefalexina es 40 pug/mi

10.0Opcional: En el caso de observar crecimiento de hongos en placa, afadir 50

mg/L de Amfotericina B en adicion a la cefalexina.
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11. Mezclar el medio y dispersar en placas Petri de 15x100. Verter
aproximadamente 20mL de medio en cada aplaca. Dejar las tapas de las
placas un poco abiertas hasta que se enfrie el agar para prevenir que se
condense.

12. Empacar las placas en bolsa plasticas una vez que el agra se haya
solidificado y enfriado.

13. Guardar las placas de manera invertida a 4 °C hasta por 3 meses, después

de esta fecha desecharlas 284 287,
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ANEXO V Procedimientos para identificacion y diferenciacion de B. pertussis.

Tincion Gram
La tincibn Gram permite diferenciar entre bacterias Gram positivas y Gram
negativas. La diferencia entre estos microorganismos estriba en el tipo de pared

celular que posee la bacteria.

Procedimiento.
1. Limpiar bien la laminilla con agua.
2. Desinfectar el asa en el mechero.
3. Colocar una gota de solucion salina
4. Transfiere a la laminilla limpia una muestra de cultivo axénico de Bordetella

pertussis.

o

Esperar que la muestra se seque.

Afadir una gota de colorante cristal violeta a la laminilla, sobre los

microorganismos. Espera por un minuto.

Lava la laminilla con agua. Espera a que se seque un poco el tinte.

8. Afadir una gota de yodo-lugol a la laminilla. Espera por un minuto a que
seque un poco el tinte.

9. Lava la laminilla con agua. Espera que se seque.

10. Aiadir una gota de Alcohol-Cetona a la laminilla. Durante 10 segundos.

11.Lava la laminilla con agua. Espera que se seque.

12. Afadir una gota de Safranina a la laminilla. Espera por dos minutos para una
mejor coloracion de B. pertussis.

13.Lavar con agua y esperar que seque. La laminilla esta lista para observarse

por microscopio.
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Pruebas de diferenciacion de Bordetella pertussis

Morfologia
Macroscépica | Colonias lisas, brillantes con un perfil alto en forma de cupula,
en agar similares a pequefias gotas de mercurio que miden de 1 a 2 mm.
Charcoal
Crecimiento |Bordetella pertussis no tiene la capacidad para desarrollarse en
en Agar agar sangre, por lo tanto la prueba es negativa pues no se
Sangre observa crecimiento bacteriano.
Crecimiento |Bordetella pertussis no tiene la capacidad de desarrollarse en
en Agar agar MacConkey por lo tanto la prueba es negativa pues no se
MacConkey |observa crecimiento bacteriano.

Coloracion de

Observacion de bacilos diminutos gramnegativo, ovoides que se

Gram: tinen débilmente. No presentan agrupacion caracteristica.
Prucba de Bordetella pertussis posee la enzima citrocomooxidasa, por lo
Oxidasa: gue da una reaccion positiva, que se caracteriza por la aparicion
' de un color parpura en la tira de papel filtro.
Bordetella pertussis posee la enzima catalasa, la cual
Prueba de L "y
Catalasa: descompone el Perdxido de Hidrégeno (H202) en agua y
' oxigeno, el cual se desprende formando burbujas.
Prucba de Bordetella pertussis no posee flagelos por lo tanto es inmévil por
Movilidad: lo que la prueba es negativa, observandose crecimiento
"~ |solamente a lo largo de la puncién del inéculo.
le(;?éel?sailsd((je Bordetella pertussis carece de la enzima ureasa por lo tanto no
. hidroliza la urea dando un resultado negativo 16.
la Urea:
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ANEXO VI Conservacion a corto plazo de Bordetella pertussis

Medio de transporte de AMIES

El medio de transporte de AMIES se considera como alternativa en conservacion a

corto plazo para Bordetella pertussis. Este medio permite el tiempo de resiembra

hasta por una semana.

Procedimiento.

1.

Tomar una asada de cultivo axénico de Bordetella pertussis e inocular en
Bordet-Gengou en ambiente estéril. Incubar durante 72hrs en ambiente
himedo.

Verificar pureza del medio de cultivo.

Etiquetar medio de transporte de AMIES por cada cepa a conservar con clave
0 numero de laboratorio y su fecha de conservacion.

Cosechar con hisopo estéril todo desarrollo bacteriano y depositar en medio
de transporte de forma hasta el fondo de AMIES.

Sellar con Parafiim™ el tapén de tubo y colocarlo en gradilla a temperatura
ambiente.

Realizar resiembras una vez por semana y mantener a los microorganismos a
temperatura ambiente sellando placas o tubos para evitar desecacion de

éstos 241 251,
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ANEXO VII Preparacion de Antigeno “O” para Bordetella pertussis

Procedimiento.

1.

Sembrar cepa de Bordetella pertussis en placas de Bordet-Gengou por estria
cruzada y masiva. Incubar a 37°C por 72hrs.

Cosechar con asa bacterioldgica el crecimiento bacteriano obtenido en 2
tubos de ensaye con 25 ml c/u de solucion salina fisiologica. Agitar
vigorosamente hasta obtener una suspension homogénea.

Colocar los tubos en bafio maria a ebullicién durante 60 min.

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min.

Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento bacteriano en solucion
salina formalizada al 0.3% hasta igualar la turbidez con el tubo No. 3 del
nefeldmetro de Mc Farland.

Probar la esterilidad del antisuero, sembrar en medio de Bordet-Gengou.
Incubar a 36 £ 1°C por 96 horas. Reportar la ausencia de crecimiento
bacteriano

Envasar la suspension en un frasco ampula estéril y mantenerlo en

refrigeracion hasta su uso 2%8.

ANEXO VIII Manejo e Inoculacion de Conejos

La inmunizaciébn es el proceso mediante el cual se induce una respuesta

inmunoldgica en el conejo a consecuencia del contacto con el antigeno especifico.

Procedimiento.

1.

Antes de inmunizar al conejo, se hace la obtencién del SUERO TESTIGO.
-Obtener 5 ml de sangre de la arteria central de la oreja del conejo.
-Centrifugar 3000 rpm x 10’

-Separar suero en tubo rojo

-Rotular: Antigeno y fecha.

-Congelacion hasta su uso.
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La inmunizacién de los conejos consistié en la aplicacion de 4 dosis del antigeno en
vena exterior de la oreja del animal. La primera dosis correspondiendo al dia inicial
cero, aplicando 0.5 ml de antigeno, seguido por una segunda aplicacion al dia 4 con
una dosis de 1ml de antigeno. La tercera dosis correspondi6 para el dia 8, aplicando

2 ml de antigeno y 3ml para la aplicacién de la cuarta dosis en el dia 12 (Figura 8).

Figura 8. Esquema de Inmunizacion de Conejos.

INYECCION | TIEMPO |FECHA |DOSIS| VIA OBSERVACIONES
1 Dia 0 0.5 ml I.V.
2 Dia 4 1.0 ml I.V.
3 Dia 8 2.0 ml I.V.
4 Dia 12 3.0 ml I.V.

Obtener 10- 50 ml de sangre segun
el antigeno del que se trate, separar
el antisuero para su analisis.

SANGRADO | Dia 18 .C. Congelar el resto de antisuero

S| ES REQUERIDO SE ADMINISTRA UNA QUINTA
DOSIS DE 3.0 ml 4-6 DIAS ANTES DEL SANGRADO.

Tomado de: Tinoco, R. 2012. Inmunologia 1. Manual de Practicas. Facultad de Quimico
Farmacobiologia. UMSNH. pag. 5-18.

Obtencidn del Antisuero.

1. Del corazén del conejo obtener de 10 a 50 ml de sangre segun la que se
necesite.

2. Separar suero a 3000 rpm por 10’

3. Colocar en un tubo rojo nuevo, Rotular: antigeno y fecha.
Utilizar el antisuero obtenido para realizar la titulacion correspondiente para
cada antigeno, EL RESTO DEL ANTISUERO CONGELAR HASTA SU
NUEVO USO 228,
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ANEXO IX Determinacion de anticuerpos, Técnica de Manclark

Es un método de aglutinacion para titular anticuerpos contra Bordetella pertussis por

medio de microplaca, basado en una reaccion serolégica antigeno-anticuerpo donde

se establecen cambios fisicoquimicos entre los reactivos y el suero de un paciente

conduciendo a la formacion de una malla a una temperatura Optima de 36 = 1°C

durante 72hrs en Incubacion y 2 horas en Refrigeracion.

Procedimiento.

8.
9.

Colocar 50 microlitros de solucién salina estéril del pozo 2 al 10 en la
microplaca.

Hacer una dilucion del antigeno de Bordetella pertussis 1:23

En el pozo 1 se colocan 100 microlitros del suero problema.

Del pozo 1 se toman 50 microlitros del suero problema y se pasan al pozo
2 (Hacer 4 lavados)

Del pozo 2 se pasan 50 microlitros al pozo 3 y se sigue el procedimiento
sucesivamente hasta el pozo 10.

Agregar 50 microlitros del antigeno de Bordetella pertussis recientemente
preparado (Dilucion 1:23).

Colocar en el pozo 11, suero de referencia positivo mas 50 microlitros del
antigeno (50 microlitros c/u).

Colocar en el pozo 12 solucion salina y antigeno (Testigo negativo).
Mezclar

10. Sellar placa con cinta adherente transparente e incubar a 37°C durante 24

horas.

Se considera positiva: la formacion de una malla en la superficie de la suspension y

negativo: la formacién de botén en el fondo de la microplaca 227,
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ANEXO X Sistema Bésico de Triple Embalaje.

Se utiliza para todas las sustancias infecciosas. Comprende de la utilizacion de un
recipiente primario, en el cual se coloca la muestra biologica (exudado nasofaringeo,
suero), el recipiente impermeable y estanco (Frascos con tapa rosca), esté debe ser
hermético para evitar derrames de la muestra y tiene que estar perfectamente

etiguetado con el nombre o nimero de muestra del paciente 370374,

El recipiente primario, debe ser rodeado por materia absorbente como gasa o papel
absorbente y debe colocarse en el recipiente hermético. Para envié de varias
muestras (exudado nasofaringeo, suero) se debera utilizar una gradilla y utilizar
suficiente material para absorber todo fluido en caso de ruptura. El recipiente
secundario (hielera) debe tener suficientes refrigerantes para conservacion de una
temperatura de 4 a 8°. Ademas de llevar las etiquetas de riesgo biolégico y sefial de
orientacion del recipiente. A su vez, esté deberd ir en paquete externo (caja de
carton) que proteja el contenido de elementos externos del medio ambiente. La
documentacion debe ser colocada en la parte interior del paquete. Ninguna de las

caras del embalaje debe tener dimensiones inferiores a 10 x 10 cm 370 284,
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ANEXO XI Algoritmo del Diagnostico de Bordetella spp mediante PCR Tiempo Real

Multiplex.

[ *Muestra clinica de Exudado nasofaringeo ]

Extraccion de ADN (QiaAmp) y/o extraccion de
Acs. Nucleicos totales TagMan Gene Expression
Master Mix P/N: 4369016

v

Secuencia de insercion 1S481 para B. pertussis y
B. holmessi pIS 1001 parra B. parapertussis y
hlS 1001 para B. holmesii

\4

[ Amplificacién del producto esperado }

|

positiva

Amplificaciéon

v

(&

eportar

B. holmesii

N

Positivo a B.
pertussis, B.
parapertussis o

/

3

Negativo a B.
pertussis y otras
especies

Indeterminado,
repetir prueba.
Si se confirma

v

v

[ Reportar negativo

v

N

Dx diferencial con V.
sincicial respiratorio,
adenovirus, influenza

v v

Reportar

positivo

Positivo Negativo
v v

Reportar
negativo

]
|

v

/Reportar

indeterminado y
para el Dx tomar
en cuenta otras
pruebas de
Laboratorio y
asociacion
epidemioldgica.

\

Fuente: Diagndstico de tos ferina mediante PCR en tiempo real multiplex. Presentacién Power

point. SINAVE et al 2012
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ANEXO XII Algoritmo de procesamiento de muestras para Tos Ferina.

-

*Muestra clinica de exudado nasofaringeo en
SS + cefalexina (40ug/ml)

v

-

Siembra en medio Bordet-Gengou; Sangre
Agar, Chocolate Agar (Diagnostico diferencial)

l [ Incubar a 37°C, 3 a 7-15 ]

|

Envid a INDRE para
procesamiento y
confirmacion*

Identificacion de colonias sugestivas de
Bordetella pertussis
v v
Tincién de Pruebas de Negativo a
Gram Identificacion B. pertussis
Reportar positivo a B. Reportar
pertussis, B. parapertussis neqativo
o B. holmesii v
v

Dx diferencial
con otras
bacterias o
virus

Muestra de suero,

5-6 ml adultos
v

Aglutinacion de
anticuerpos en
microplaca de Manclark

l [Incubara37°C ]

N
Revision a 24 horas y
lectura a 48 horas

J
v
Refrigeracion 2 horas
v v
[ Ve
Titulos Titulos
>1:16 <1:16
v A4

[ Positivo ] [ Negativo ]

*Exudados nasofaringeos y cepas se envian al INDRE para procesamiento mediante

PCR-TR.

Fuente: Diagndstico de tos ferina mediante PCR en tiempo real multiplex. Presentacién Power

point. SINAVE et al 2012
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ABREVIATURAS

Mg Microgramo.

°C Grados Centigrados.

ABG Agar Bordet-Gengou.

ACT Toxina adenilato ciclasa.

ADN Acido desoxirribonucleico.

ADV Adenovirus.

AMPc AMP ciclico.

ANF Aspirado nasofaringeo.

Bvg Sistema de dos componentes (BvgA, BvgS) de Bordetella

CDC Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades.

CeNSIA Centro Nacional para la Salud de la Infancia y la Adolescencia.

CoNaVe Comité Nacional de Vigilancia Epidemioldgica.

DC Células dendriticas.

DNT Toxina dermonecraotica.

DPT Vacuna contra difteria, tos ferina y tétanos.

DTPa Vacuna acelular compuesta por antigenos purificados (Difteria +
Tétanos + Pertussis acelular).

DTPc Vacuna pentavalente contra difteria, tos ferina, tétanos, hepatitis B
y enfermedad invasiva por Haemophilus influenzae tipo b.

DTP+HB/Hib  Vacuna pentavalente contra difteria, tos ferina, tétanos, hepatitis B
y enfermedad invasiva por Haemophilus influenzae tipo b.

DPT+VIP/Hib  Vacuna pentavalente contra difteria, tos ferina, tétanos,
poliomielitis y enfermedad invasiva por Haemophilus influenzae
tipo b.

ECMO Membrana extracorporea.

ECDC Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades, Estados
Unidos.

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima.

ExNF Exudado nasofaringeo.

FHA Hemaglutinina filamentosa.
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Fimbria.

Fibrosis quistica.
Hipertension pulmonar.
Hemolisina.
Inmunoflorecencia directa
Interferébn gamma.
Inmunoglobulina.
Inmunoglobulina A
Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica.

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del

Estado.

Endotoxina.

Laboratorio Estatal de Salud Publica.
Mililitros

Macréfago

Célula natural Killer.

Oxido nitrico.

Norma Oficial Mexicana.

Células T naive.

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica.

Organizacion Mundial de la Salud.
Organizacion Panamericana de la Salud.
Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
Proteina de membrana externa.
Pertactina.

Toxina pertussis.

Citotoxina traqueal.

Toxina dermonecrotica.

Traqueobronquitis Infecciosa Canina.
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TF Tos Ferina
VRS Virus respiratorio sincicial.
GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico (ADN). Acido presente en todas las células, es el
material hereditario que contiene toda la informacién genética. Al enrollarse con
ayuda de las proteinas llamadas histonas, forma los cromosomas 37°.

Adherencia: Proceso mediante el cual un agente patdgeno se fija a la superficie de
la célula hospedera. Es el paso inicial y el mas importante del proceso infeccioso 3°°,
Agente etioldgico: Entidad biolégica, fisica o quimica capaz de causar enfermedad
378_

Agente Infeccioso: Microorganismo (virus, bacteria, hongo o parasito) que puede
causar una enfermedad 38,

Aglutinacion: Reaccidon caracterizada por agrupacion de células o particulas
resultante de la interaccion entre antigenos y anticuerpos 273.

Aislamiento: Separacion de personas o animales infectadas, durante el periodo de
transmisibilidad de la enfermedad, en lugares y condiciones tales, que eviten o
limiten la transmisién directa o indirecta del agente infeccioso a personas
susceptibles o que puedan transmitir la enfermedad a otras 372,

Alerta epidemiolégica: Comunicado de un evento epidemiolégico que representa
un dafio inminente a la salud de la poblacién y/o de trascendencias social, frente al
cual es necesario ejecutar acciones de salud inmediata y eficaz, a fin de minimizar o
contener su ocurrencia 2’2,

Anticuerpo: Molécula proteica (inmunoglobulina) producida por las células
plasmaticas en respuesta a la estimulacion de un antigeno. Cada anticuerpo es
capaz de unirse especificamente con el antigeno que ha inducido su formacién 274,
Antigeno: Molécula o fraccion de la misma capaz de ser reconocida por un
anticuerpo o receptor de células T. La mayoria de los antigenos son inmundgenos,
es decir, tienen la capacidad de generar una respuesta de anticuerpo 274,

Antisuero: Suero que contiene anticuerpo(s). Se obtiene de animales previamente

inmunizados mediante la inyeccion del antigeno o por infeccibn con los
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microorganismos adecuados. Puede ser monovalente, es decir especifico para un
antigeno, o polivalente, con especificidad para mas de un antigeno 3°°,

Antitoxina: Anticuerpos capaces de neutralizar la accién téxica de un antigeno 274,
Apnea: Episodios de falta de respiracion durante el suefio 323,

Ataque, tasa de-: Caso particular de tasa de incidencia. Corresponde al niumero de
personas que presentan una enfermedad, relacionandolo con el numero de
personas expuestas al riesgo de sufrir la enfermedad en un periodo limitado de
tiempo y en condiciones especiales como en una epidemia. Se expresa en
porcentaje (caso por cien) 378,

Bacteria: Organismo unicelular procariético sin nucleo diferenciado, aunque
presenta un nucleoide, una estructura que contiene una molécula circular de ADN;
sin organelos con membrana; presenta varias formas y se pueden
encontrar practicamente en cualquier ambiente (suelos, aguas, aire, y como
simbiontes o patégenos del humano, otros animales y plantas) 3,

Bacteriemia: Presencia de bacterias patégenas en la sangre 37°.

Busqueda activa de casos: Es la busqueda de casos a través de Vvisitas
sistematicas y peridédicas o eventuales a servicios de salud, domicilios o areas
determinadas 378,

Brote: Ocurrencia de dos o mas casos asociados epidemiolégicamente entre si, a
excepcion de aquellas enfermedades que ya se encuentran erradicadas o
eliminadas, en cuyo caso la presencia de un solo caso se considera brote 272,
Cartilla Nacional de Vacunacién: Documento gratuito, UGnico e individual,
oficialmente valido para toda la Republica Mexicana que se utiliza para el registro y
control de las acciones de vacunacion, asi como del peso y la talla en la poblacion
menor de 20 afios de edad. En su distribucion participan las unidades operativas del
Sistema Nacional de Salud y las Oficialias o Juzgados del Registro Civil 274,

Caso: Individuo de una poblacion en particular que, en un tiempo determinado, es
sujeto de una enfermedad o evento bajo estudio o investigacion 272,

Caso autdctono: Caso contraido por el enfermo en la zona habitual de su
residencia (pais) °’8.

Caso confirmado: Caso cuyo diagnoéstico se corrobora por medio de estudios

auxiliares, o aquelque no requiere estudios auxiliares pero presenta signos o
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sintomas propios del padecimiento o evento bajo vigilancia, o aquel que presente
evidencia de asociacion epidemiologica con algun caso confirmado por laboratorio
272_

Caso esporadico o aislado: Caso que segun las informaciones disponibles, no se
presenta relacionado epidemiolégicamente a otros casos 378,

Caso importado: Caso contraido en un pais y detectado en otro, siempre que sea
posible situar el origen de la infeccién en una zona conocida, y se cum plan los
periodos de transmisién e incubacién especificos para cada enfermedad 378,

Caso Indice: Primero entre varios casos de naturaleza similar vy
epidemiologicamente relacionado. EL caso indice es muchas veces identificado
como fuente de contaminacion o infeccién 378,

Caso inducido: Caso de una determinada enfermedad que se puede ser atribuido a
una transfusion de sangre u otra forma de inoculacion parenteral, por lo tanto no es
por transmision natural 378,

Caso introducido: Caso en el que se puede probar que constituye el primero de
transmision local, luego de un caso importado conocido 378,

Caso secundario: Caso nuevo de una enfermedad trasmisible, surgido a partir del
contacto con una casi indice 37,

Caso nuevo: Enfermo e quien se establece un diagnéstico por primera vez 272,

Caso probable: Persona que presenta signos o sintomas sugerentes de la
enfermedad bajo vigilancia 272

Caso sospechoso: Individuo susceptible que presenta algunos sintomas o signos
compatibles con el padecimiento o evento bajo vigilancia 272

Célula. Unidad morfofuncional de los seres vivos. Puede presentarse aislada
(organismos unicelulares) o en grupos (organismos multicelulares) 37,

Cianosis: coloracion azul de piel y mucosas 2.

Cobertura vacunal: Indicador que expresa la proporcion de la poblacion blanco que
fue vacunada conforme a las normas establecidas en la estrategia de vacunacion
segun bioldgico 378,

Colonizacidn: proceso por el que un patdgeno se fija a receptores especificos de la

superficie tisular y supera las defensas quimicas producidas por los tejidos 3.
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Contacto: cualquier persona o animal cuya relacion con una fuente de infeccion
haya sido tal que pueda contraer la infeccion 3,

Contaminacion: Accion o momento por el cual una persona, animal o elemento
(ambiente, agua, aire, tierra, alimento) se convierte en vehiculo mecanico de
diseminaciéon de una agente patoldgico 378,

Control de enfermedades: Acciones o intervenciones desarrolladas con el objetivo
de reducir | incidencia y/o prevalencia de enfermedades al mas bajo nivel posible 378,
Convulsion o ataque: Contraccion involuntaria, violenta o tenue de los musculos
voluntarios que determina movimientos irregulares, localizados en uno o varios
grupos musculares o generalizados a todo el cuerpo 271,

Cultivo: Propagaciéon de microorganismos o células vivas en medios propicios para
su desarrollo 37°.

Cultivo axénico: Cultivo puro de microorganismos, libre de contaminantes externos
y de otros organismos 3,

Desinfeccion: Destruccién de agentes infecciosos que se encuentran fuera o en la
superficie del cuerpo de personas o elementos contaminados, por medio de la
exposicion directa a agentes quimicos o fisicos 27,

Dificultad respiratoria: Alteracion en el funcionamiento pulmonar, que se manifiesta
por uno o mas de los siguientes signos: aumento de la frecuencia respiratoria; tiraje;
estridor en reposo; o sibilancia en diferentes intensidades 272,

Diagnéstico: Acto por el cual el médico, agrupando los sintomas morbidos que
ofrece el enfermo, los atribuye a una enfermedad que ocupa su lugar en el cuadro
nosolégico 371,

Dosis de refuerzo o “Booster’. Dosis adicional de una vacuna o toxoide con objeto
de incrementar y prolongar su efecto inmune %8,

Efectividad: Mide la consecuencia del propdsito u objetivo general. En salud se
mide por indicadores como Expectativa de vida, Mortalidad, Morbilidad 372,

Efecto: Es el resultado final, deseado o no 378,

Efecto adverso: Reaccion indeseable que ocurre tras una vacunacion. Puede estar
causada por el producto vacunal, reaccién inmunolégica del individuo o por el

procedimiento de vacunacion 382,
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Eficacia: Capacidad de obtener resultados satisfactorios, ajustados a los objetivos
378

Eficiencia: Obtencién de resultados lo mas satisfactorios posibles al menor costo
378.

Eliminacion: Es la reduccion a cero de la incidencia de una enfermedad con
mantenimiento indefinido en el tiempo de las mediad de control, mientras no se
erradique el agente 378,

Emergencia epidemiologica: Evento de nueva aparicion o reaparicion, cuya
presencia pone en riesgo la salud de la poblacion, y que por su magnitud requiere de
acciones inmediatas 272.

Encuesta epidemiolégica: Relevamiento epidemioldégico hecho por medio de
recoleccion ocasional de datos, casi siempre por muestreo y que aporta datos sobre
factores de riesgo y/o la prevalencia de casos clinicos o portadores, en una
determinada poblacion 378.

Endemia: Presencia continua de una enfermedad o un agente infeccioso en un area
geografica determinada. Puede también expresar la prevalencia usual de una
enfermedad particular en una zona geogréfica 378,

Enfermedad emergente: Es aquella que aparece o se diagnostica por primera vez o
aquella cuya incidencia ha aumentado en los ultimos dos decenios y tienden a
incrementarse en el futuro 378,

Especificidad: Capacidad de un test o una prueba diagndstica para reconocer los
individuos sanos (verdaderos negativos) 372

Epidemiologia: Rama de la medicina que trata de la incidencia, distribucion y
control de las enfermedades entre las poblaciones 27

Erradicacién: Desaparicién en un area continental, en un tiempo determinado, tanto
de casos de enfermedad como del agente causal 274,

Estudio observacional: Analiza estudios epidemiolégicos en los que el investigador
no controla previamente las condiciones en las que se conduce el estudio. Los
cambios o diferencias en una caracteristica son estudiados con relacion a los

cambios o diferencias en otras, sin la intervencién del investigador 372,
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Estudio prospectivo: Estudio epidemiolégico en el que se identifica un grupo de
personas expuestas y un grupo de no expuestas a diferentes grados o a factores de
hipotéticamente enfermedad 372.

Estudio retrospectivo: Estudios que comienzan con la identificacion de personas
con una enfermedad de interés y un grupo de personas sin la enfermedad, para
examinar la relacion de una caracteristica y la enfermedad, comparando con qué
frecuencia el atributo o caracteristica esta presente, o si son cuantitativo los niveles
de atributo en cada grupo, buscando posibles factores casuales 372,

Estridor: Ruido aspero, de predominio inspiratorio, que ocurre cuando se estrecha
la laringe 271

Huésped: Organismo simple o complejo, incluido el hombre, que en circunstancias
naturales permite la subsistencia o el alojamiento de un agente infeccioso 378,
Incidencia, tasa de: NUumero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacion
particular durante un periodo especifico de tiempo 378.

Incubacion periodo de: Intervalo de tiempo entre la exposicion efectiva del
huésped susceptible a un agente biologico o sus productos téxicos, y el inicio de los
signos y sintomas clinicos de la enfermedad en ese huésped 378.

Infeccién: Penetracion y desarrollo o multiplicacion de una agente infeccioso en el
organismo de una persona o animal. Infeccion no es sinénimo de enfermedad
infecciosa; el resultado puede ser manifiesto o no (aparente o inaparente). La
presencia de agentes vivos en la superficie del cuerpo o en prendas de vestir o
articulos sucios, no constituyen infeccion, sino contaminacion de dicha superficie u
objetos 378,

Inmunidad: Estado biologico del organismo capaz de resistir y defenderse de la
agresion de agentes extrafios; sin embargo, en ocasiones el organismo también
actla contra sustancias propias 274.

Inmunidad activa: Proteccion de un individuo susceptible a una enfermedad
transmisible, mediante la aplicaciéon de una vacuna o toxoide 274,

Inmunidad adquirida: Cualquier forma de inmunidad no innata, que se adquiere a lo
largo de la vida. Puede ser natural o artificial, e inducida activa o pasivamente 274.
Inmunidad pasiva: Forma de inmunidad adquirida, debida a la accion de los

anticuerpos transmitidos en forma natural a través de la placenta de la madre al feto,
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a través del calostro de la madre al lactante o bien artificialmente por inyeccion de
sueros como tratamiento profilactico de alguna enfermedad. La inmunidad pasiva no
es permanente ni dura tanto tiempo como la activa 274,

Inmunologia: Rama de las ciencias biologicas que se ocupa del estudio de las
respuestas de defensa a estimulos exdégenos o enddgenos y a sus desviaciones
patolégicas 372,

Inmundgeno: Antigeno que produce una respuesta inmune. Todos los inmundgenos
son antigenos, pero no todos los antigenos son inmundégenos 382,

Inmunogenicidad: Es la potencia o capacidad que tiene una molécula para generar
una respuesta inmune y depende tanto de su naturaleza, como de la inherente al
individuo en el que actta (receptor) 381,

Inmunizacion: Consiste en la induccién y produccion de una respuesta inmunitaria
especifica protectora (anticuerpos y/o inmunidad mediada por células) por parte de
un individuo sano susceptible como consecuencia de la administracion de un
producto inmunoldgico, la vacuna o toxoide. Se define como la accion de conferir
inmunidad mediante administracién de antigenos (inmunizacion activa) o mediante la
administracion de anticuerpos especificos (inmunizacion pasiva) 382,

Inmunizacion primaria: Serie de dosis de un mismo producto biolégico vacunal que
se ha de administrar a una persona susceptible para que consiga una inmunidad
adecuada frente a la infeccién que se quiere prevenir 371,

Inmunoglobulinas: a) Proteinas plasmaticas con funcién de anticuerpo; hay cinco
clases o isotipos: IgG, IgA, IgM, IgE e IgD. De la IgG existen cuatro subclases (IgG1,
IgG2, 1gG3, 1gG4), vy de la IgA dos (IgAl, IgA2). b) Preparado farmacéutico
consistente en una solucion estéril de anticuerpos, los cuales generalmente se
obtienen de mezclas de plasmas de donantes; contiene un 15%-18% de proteina 3%8.
Memoria Inmunoldgica: Capacidad de las células del sistema inmunitario (linfocitos
T y B) para reconocer un antigeno con el que estuvieron previamente en contacto y
de responder de forma rapida y generalmente eficaz frente a él 382,

Microgramo (ug): Es una unidad de masa del Sl (sistema internacional) que
equivale a la milmillonésima parte de un kilogramo (10-9 kg) o a la millonésima de un
gramo (10-6 g). El microgramo se emplea en los analisis quimicos cuantitativos para

medir la pequefiisima cantidad de componentes que tiene una pequefia muestra 382,
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Mililitro (ml): Unidad de volumen equivalente a la milésima parte de un litro,
representado por el simbolo ml. Equivale a 1 centimetro cubico 322,

Morbilidad: Numero de personas enfermas o, el niumero de casos de una
enfermedad en relacion a la poblacion en que se presentan en un lugar y tiempo
determinado. Se expresa generalmente a través de tasas 2°.

Mortalidad: Numero de defunciones ocurridas por una enfermedad determinada en
relacion a la poblacién en que se presentan en un lugar y tiempo determinado. Se
expresa generalmente a través de tasas 272

Muestra: Alicuota de sangre, plasma, suero o de un producto extraida del conjunto
por métodos que permitan considerarla como representativa del mismo, empleada
para fines de diagnéstico, comprobacion o investigacion, no utilizable para fines
terapéuticos 273.

Norma: Documento aprobado por una institucién reconocida que prevé, para su uso
comun vy repetido, reglas, directrices o caracteristicas para los productos o los
procesos y métodos de produccion conexos, y cuya observancia y aplicacion es
obligatoria. También incluye prescripciones en materia de terminologia, simbolos,
embalaje, marcado o etiquetado aplicable a 12 un producto, proceso o método de
produccion, o tratar exclusivamente de ellas 382,

Oportunista: Organismos que, viviendo normalmente como comensal o de vida
libre, pasa a actuar como pardsito, generalmente coincidiendo con una disminucién
de la resistencia natural del huésped 378.

Patogenicidad: Los mecanismos bioquimicos por medio de los cuales los
microorganismos causan enfermedad 3.

Patégeno: Microorganismo que en circunstancias apropiadas, es capaz de causar
enfermedad a un huésped, al cual infecta 32,

Patégeno oportunista: Organismo que, en circunstancias habituales, no causa
dafio, pero que en ciertas circunstancias produce enfermedad (ejemplo: en
condiciones que producen inmunodepresion) 30,

PCR: Acronimo de Polymerase Chain Reaction - Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa. Método muy eficiente y sensible para amplificar secuencias especificas
de DNA (secuencia blanco). Permite ampliar un fragmento de DNA usualmente

menor a 3000 bp hasta un millén de veces 3°.
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Periodo de incubacién: Lapso que transcurre entre la exposicion inicial a un agente
infeccioso y la aparicion de sintomas de la enfermedad que el mismo agente
produce 37°,

Pleomoérfico: Que se presenta en varias formas 3.

Portador: Persona o animal enfermo, convaleciente o sano que alberga el agente
patdgeno de una enfermedad y actlla como propagador de la misma 3%,
Prevalencia: Proporcion de personas de una poblacion que tienen una enfermedad
determinada, un efecto adverso, una complicacion, entre otros); describe la situacion
en un momento concreto. Puede también significar manifestaciones de un hecho
durante un determinado periodo de tiempo; por ejemplo, “prevalencia de
anticuerpos” 378,

Quimioprofilaxis: Administracion de una sustancia quimica, incluidos los
antibidticos, para evitar el desarrollo o la evolucion de una infeccidbn hasta
manifestarse plenamente la enfermedad 378.

Reservorio: Cualquier persona, animal, vegetal, materia inorganica, sustancia o
combinacion de los mencionados, en donde un agente infeccioso vive, se multiplica
y del que depende para su supervivencia y reproduccion de modo que pueda
transmitirse a un huésped susceptible 37°.

Riesgo: Probabilidad de que ocurra un hecho, por ejemplo, de que un individuo
enferme o muera, dentro de un periodo de tiempo o edad determinados 37°.
Sensibilidad: Capacidad del procedimiento de diagndstico de efectuar diagndésticos
correctos de enfermedad cuando la misma esta presente, (verdaderos positivos o
enfermos) 378,

Serotipificaciéon: Caracterizado de un microorganismo mediante la identificacién de
los antigenos que posee. Se utiliza para diferenciar cepas dentro de una misma
especie 37°.

Sindrome: Conjunto de signos y sintomas que caracterizan a una enfermedad en
particular. Un sindrome puede deberse a varias etiologias que tiene en comun el
compartir diversos mecanismos fisiopatol6gicos 37°.

Sindrome coqueluchoide: Término utilizado para incluir aquellos pacientes que
presentan cuadro clinico indistinguible de tos ferina, pero no se identifica la

presencia de Bordetella pertussis o parapertussis por ningin método de laboratorio y
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la etiologia puede deberse a otros agentes bacterianos o virales tales como: H.
influenzae, Moraxella catarrhalis, M pneumoniae; Adenovirus, Influenza virus,
Parainfluenza 1-4, Virus Sincicial Respiratorio (VRS), Citomegalovirus y Virus de
Epstein Barr 39,

Sintoma: Manifestacion subjetiva de una alteracion organica o funcional, que solo es
capaz de apreciar el paciente (Ej: dolor) 3%,

Seroconversion:  Produccion de anticuerpos especificos frente a un
microorganismo, detectables en el suero, durante el curso de una infeccién o en
respuesta a una inmunizacion 3%,

Serologia: método diagnostico de enfermedades infecciosa por medio de la
deteccion de anticuerpos especificos de microorganismos en la sangre (suero) 3%,
Sueros: Productos de origen animal derivados de la sangre del caballo u otras
especies 274,

Susceptible: Individuo que tiene el riesgo de contraer alguna enfermedad evitable
por vacunacién, porque, de acuerdo con su edad cronolégica u ocupacion, no ha
completado su esquema de vacunacion y no ha enfermado de dichos padecimientos
274_

Transmision (Transmisibilidad): Intervalo de tiempo durante el cual una persona o
animal infectado transfiere un agente biolégico a otro individuo, al medio ambiente o
al organismo de un vector hemato6fago, posibilitando por lo tanto su transmisién a
otro huésped 378,

Transmision, modo de: Cualquier mecanismos por medio del cual un agente
infeccioso se propaga desde una fuente o un reservorio hasta un nuevo huésped 378,
Tincion Gram: Técnica te tincion diferencial que divide a grandes grupos
bacterianos en gram positivos o gram negativos de acuerdo a su habilidad para
retener el cristal violeta cuando son decolorados con un solvente organico, como el
etanol 3%,

Toxina: Sustancia productora de efectos toxicos, en especial las proteinas de origen
vegetal, animal o bacteriano, cuyos caracteres generales mas importantes son los de
producir efectos toxicos y de ser antigenos. Las toxinas producidas por las bacterias

incluyen a las endotoxinas y a las exotoxinas 378,
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Tos Ferina: Enfermedad caracterizada por infeccion del aparato respiratorio con
accesos de tos y respiracion dificil. Es infeccion grave y la mayoria de casos se
presentan en nifios 384,

Toxoide: Toxina que ha sido tratada con productos quimicos o calor, a fin de perder
su efecto toxico, pero que conserva su inmunogenicidad 274,

Vacuna: Suspension de microorganismos vivos atenuados, inactivados o sus
fracciones, que son aplicados a individuos con el objeto de inducir inmunidad activa
protectora contra la enfermedad infecciosa correspondiente 274,

Vacunacion: Aplicacion de un producto inmunizante a un organismo, con objeto de
protegerlo contra el riesgo de una enfermedad determinada 274,

Virulencia: Grado de patogenicidad de un agente infeccioso, indicado por las tasas
de letalidad, o por su capacidad para invadir y lesionar los tejidos del huésped, o por

ambos
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