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En plena era postvacunal, la tos ferina sigue siendo
un problema endémico mundial, no s6lo en paises
en vias de industrializacién, sino también en los indus-
trializados. En la Ultima década ha resurgido como un
problema de salud publica. En el mundo se registran
cada afio de 20 a 50 millones de casos que cobran la vida
de 200,000-400,000 nifios. El 90% de esas muertes son
de pacientes que viven en paises en vias de desarrollo,
sobre todo lactantes menores de seis meses de edad.*?

El agente causal de la tos ferina es Bordetella pertussis,
un cocobacilo gramnegativo aerobio, pleomorfico y no
movil. También existen otras ocho especies: B. para-
pertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. holmesii, B.
hinzii, B. trematum, B. petrii, y B. ansorpii. ®

B. pertussis afecta exclusivamente al humano, que tam-
bién sirve como reservorio. B. parapertussis afecta al
humano y ocasionalmente a las ovejas por lo que se han
descrito 2 linajes distintos: B. parapertusis,,, y B. para-
pertussis,. B. bronchiseptica y B. hinzii son patogenos
predominantemente de animales, e infrecuentemente
pueden causar enfermedad en el humano. B. holmesii y
B. trematum rara vez causan infecciones respiratorias e
incluso no-respiratorias en el humano, mientras que B.
avium es un patogeno exclusivo de las aves, B. ansorpii
es la especie méas recientemente descrita, reportandose
tan sélo en dos casos en la literatura.® (Cuadro 1)

Con base en anélisis comparativo de secuencias del gen
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16S rRNA se demostré que B. pertussis, B. parapertus-
sis, B. bronchiseptica y B. holmesii estan estrechamente
relacionadas. Desde el punto de vista taxonémico, B.
pertussis y B. parapertussis parecen derivar, reciente-
mente, de B. bronchiseptica. Por otra parte, el analisis
por tipificacion de secuencias multilocus (MLST) de las
especies clasicas de Bordetella, ha distinguido cuatro
linajes o complejos. Los complejos | y 1V se forman por
B. bronchiseptica, mientras que los complejos 11 y 1l
estan constituidos por B. pertussis y B. parapertussis,, ,,
respectivamente. B. parapertussis,, esta agrupada en
el complejo 1. Este analisis filogenético también revela
que B. pertussis y B. parapertussis,, evolucionaron de
B. bronchiseptica complejos IV y I, respectivamente,
indicando que la adaptacion en humanos ocurrié como
dos eventos independientes. La mayor parte de las
cepas de B. bronchiseptica del complejo IV se aislaron
de humanos con sospecha de tos ferina. Este soporta la
hipdtesis que B. pertussis evolucion6é de una B. bron-
chiseptica adaptada a humanos.* Los aislados de B. pa-
rapertussis adaptados al humano son mas cercanos a B.
bronchiseptica que los de B. pertussis, lo que indica que
B. bronchiseptica surgio antes que B. pertussis, lo que a
su vez sugiere que su adaptacién al humano como hués-
ped es mas reciente (Figura 1).47

BASES GENOMICAS DE Bordetella spp.

El primer y Unico proyecto gendmico terminado hasta
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la fecha de B. pertussis (cepa Tohama I),° reveld que su
genoma cuenta con 4,086,186 pb, que contiene 3,816
genes. EI genoma de las tres especies mas importantes
de Bordetella spp., por su relacion con humanos, difie-
re considerablemente de tamafio, lo que correlaciona
con el nimero de genes codificantes. B. bronchiseptica
codifica 1,191 genes mas que B. pertussis, por lo que
se espera que tenga un mayor nimero de funciones;
sin embargo, su genoma resulta mas complejo porque
B. bronchiseptica tiene s6lo 18 pseudogenes, mientras
que B. pertussis tiene 358 (Cuadro 2). Muchos de es-
tos pseudogenes se formaron a partir de eventos me-
diados por elementos de secuencias de insercion (IS).*®
Las IS son elementos genéticos mdviles simples que
desempefian un papel muy importante en la plastici-
dad de los genomas procariontes. Son secuencias de
DNA de aproximadamente 2.5 kb que codifican sélo la
informacion genética involucrada en su translocacion
y transposicién dentro y entre los genomas. Son capa-
ces de promover varios tipos de re-arreglos genémicos

Cuadro 1. Especies pertenecientes al género Bordetella spp.

como: eliminaciones, inversiones y fusion de replico-
nes.”® Las secuencias de insercion tienen un papel muy
importante en la reduccion del genoma de B. pertussis.®

Se han reportado patrones de adquisicion de elemen-
tos de secuencias de insercién como 1S1001 que se
encuentra en miembros de diferentes grupos de espe-
cies, incluida B. bronchiseptica y los aislados humanos
y ovinos de B. parapertussis, mientras que 151002 se
encuentra exclusivamente, en aislados humanos de B.
pertussis y B. parapertussis (Cuadro 2).

Es interesante observar que el genoma de B. pertussis
contiene 261 copias de tres elementos de secuencias de
insercion, 238 son copias de 1S481, este IS también se
ha localizado entre 10-20 copias en B. holmesii. 37° La
evolucidn de B. pertussis a partir de B. bronchiseptica
(o su antecesor) fue determinada por la adquisicion y
rapida multiplicacion de elementos IS. B. parapertus-
sis también tuvo una evolucion similar porque contiene
588 genes mas que B. pertussis pero 603 menos que

Especies Huésped Enfermedad Comentarios
Tos ferina (nifios), tos Enfermedad clasica que dura de 6-12 semanas.
B. pertussis Humanos persistente (jévenes- Ocasionalmente hay complicaciones como neumonia, encefalopatia,
adultos) crisis convulsivas, hipertension pulmonar, muerte.
L Causa enfermedad parecida a la tos ferina, pero mas leve. Los humanos
X Humanos Tos paroxistica, . . . . .
B. parapertussis . . y las ovejas forman dos distintos linajes, dificil intercambio entre
Ovejas neumonia J
huéspedes.
. . Mamiferos e Cursa asintomatica en muchos huéspedes. La infeccion en humanos es
B. bronchiseptica Tos (perros), rinitis (cerdos) . ] .
Humanos rara, principalmente afecta a inmunocomprome idos.
B. avium Aves Rinotraqueitis Infecciones propias de las aves
Infecciones de heridas, La infeccion en humanos es rara, pero se han reportado en infecciones
B. trematum Humanos " . - }
otitis media Gticas y en heridas.
" . . Rara pero se ha incrementado el nimero de infecciones en humanos
B. holmesii Humanos Septicemia ) ) . .
(septicemia), puede causar enfermedad similar a pertussis.
H La infeccién en humanos es rara, reportada en pacientes con fibrosis
_— umanos . - ..
B. hinzii Asintomatica quistica
Aves de corral . . .
Posiblemente comensal del tracto respiratorio de aves de corral.
Ambient Aislada de un rio de sedimentos de un biorreactor (ambiente).
N mbiente . . )
B. petrii 4 Desconocida En humanos es infrecuente, se ha detectado en pacientes con
umanos o ) L
mastoiditis y en fibrosis quistica
" ) Infeccion de quiste dermoide e infeccién relacionada a catéter en un
B. ansorpii Humanos Dos casos descritos

paciente inmunocomprometido

Referencias 3,7
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de los genomas de las especies mas importantes de Bordetella spp.

B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica
Tamano del genoma (pb) 4,086,186 4,773,551 5,338,400
Numero de genes 3,816 4,404 5,007
Pseudogenes 358 (9.4%) 220 (5%) 18 (0.4%)
Elementos IS
1S481 238 0 1
1S1001 0 22 0
1S1002 6 90 0
1S1663 17 0 0

Referencias 6,7,9,10
*pb: pares de bases

B. bronchiseptica, asi como 112 copias de dos elemen-
tos IS, 90 de los cuales son 1S1002.2 La divergencia
de B. pertussis con B. bronchiseptica se acompafia de
una gran cantidad de re-arreglos cromosomales y pér-
dida de genes mediados por 1S.* La reduccién del ge-
noma en B. pertussis podria reflejar una restriccion del
huésped y la pérdida de la necesidad de sobrevivir en el
ambiente. Los estudios de hibridizacion comparati-
va del genoma (CGH) han revelado un alto grado de
variacion del contenido genético de B. pertussis, debi-
do a la recombinacion entre IS, lo que podria tener un
papel en su adaptacion.®

DIAGNOSTICO DE TOS FERINA

El diagndstico de la tos ferina debe considerar los
aspectos clinicos, epidemioldgicos y de laboratorio.
Los clinicos se basan en las caracteristicas del sindrome
coqueluchoide, caracterizado por tos prolongada en
accesos, que es emetizante, cianozante y disneizante. El
epidemiolégico, que toma en consideracion el estudio
de la asociacion de las variables epidemioldgicas de
tiempo, lugar y contactos, asi como las coberturas de
vacunacion especificas por grupo de edad. Y finalmen-
te, los datos de laboratorio que, por una parte, pueden
apoyar el diagnostico clinico al encontrar leucocitosis
(incluso reaccion leucemoide) y linfocitosis; y princi-
palmente la confirmacién de la tos ferina a través del
diagndstico etiologico basado en diferentes metodolo-
gias.®

A continuacion se describen las metodologias diagnosti-
cas emergentes y tradicionales para la documentacion de
infeccién por B. pertussis (Cuadro 3)

Figura 1. Huéspedes de Bordetella spp

B. bronchisepticas—=
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B. pertussis

1. Reaccion de polimerasa en cadena (PCR)

Recientemente se desarrollaron diferentes pruebas mo-
leculares para la deteccion de B. pertussis. La reaccion
de polimerasa en cadena (PCR) es la mas utilizada, y ha
sido desarrollada para diferentes formatos y platafor-
mas. A Ultimas fechas, las aplicaciones diagnésticas de
PCR mejoraron gracias a la implementacion de la de-
teccion de fluorescencia en tiempo real (RT-PCR) de los
productos amplificados. Estas técnicas reducen el tiem-
po de generacion de resultados y de contaminacion. Los
ensayos en tiempo real proporcionan, de forma eficaz,
la deteccidn de la infeccién por B. pertussis, especial-
mente en la etapa catarral y paroxistica de la enferme-

dad e incluso después del tratamiento con antibidtico.
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Cuadro 3. Pruebas utilizadas para el diagnostico de tos ferina

Prueba Sensibilidad  Especificidad Tiempo Ventajas Desventajas
<2 semanas . Aln estandar de oro
Muy especifico (~100%) i il
Cultivo 12-60% ~100% posterior al gggobl?tji?esr?rf]asgIgj;r((j)xistica
S Util en fase catarral
inicio de la tos Resultados tardios: 7-10 dias
Poco estandarizado
Resultados rapidos Requiere amplia experiencia
DFA 30-71% Variable 2-4 horas Requiere microscopia de
En general buena especificidad fluorescencia
Reactividad cruzada
No estandarizado entre
Diagnostico rapido 4-5 h laboratorios
<4 semanas Altamente sensible Depende del formato
RT-PCR 70-99% 86-100% posterior al Altam_ente especifico (usando utilizado, asi como los
T multidianas) blancos genémicos
inicio de latos  Muy util en fase catarral y Requiere equipo y personal
paroxistica capacitado
Costo
Serologia Util en fases paroxisticay No estandarizado (en vias de
sobretodo en convalecencia estandarizacion)
Unica 36-76% 99% >2 semanas Util posterior a uso de antibiéticos
. No se encuentra como parte
Util para demostrar estatus o
(IgG) de la definicién de caso
postvacunal
Diagnostico tardio
Segunda . . No estandarizado (en vias de
Serologia Util en fases paroxistica y estndarizacién)
muestra 4-6 sobretodo en convalecencia No s6 encuentra como parte
pareada 90-92% 99% semanas Altamente sensible y especifica o P
4 Mejor evidencia de respuesta de de la definicion de caso
(IgG) después dela M€ - je resp No diferencia entre
- inmune (método indirecto)
inicial respuesta a vacuna o por

infeccién natural

Modificado y ampliado de referencias 1y 29

Los métodos moleculares han sido comparados con el
cultivo y han demostrado ser de 2-4 veces mas sensi-
bles que este ultimo, debido a que los ensayos en tiem-
po real tienen una excelente sensibilidad analitica.!>®
Cuando se utiliza en el laboratorio la PCR como diag-
nostico, pueden generarse resultados falsos positivos
debido a la contaminacion o reactividad cruzada. El
uso de RT-PCR ayuda a minimizar el riesgo de falsos
positivos porque se realiza en tubos cerrados y no se
requiere el manejo posterior del material amplificado
(amplicones). En la actualidad, se ha adoptado a la
RT-PCR como un método de rutina para el diagndstico
de B. pertussis en diversos paises europeos y norte-
americanos.41

La literatura reporta una sensibilidad entre 70-99% y una
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especificidad entre 86-100% de la RT-PCR para B. per-
tussis.'2%5 Esta variabilidad depende de las condiciones de
realizacion de la RT-PCR, formato utilizado y condiciones
de ciclado; sin embargo, el factor mas importante es el tipo
de blanco genémico utilizado. Se han estudiado diferentes
blancos gendémicos, los genes mas estudiados son los 15481,
adenilato ciclasa cyA, porina, pertactina, BP283, BP485,
ptxS1 (subunidad-1 de la toxina pertussis), entre otros.

De estos diferentes blancos gendémicos, el mas utilizado e
incluso ya incorporado en pruebas comerciales, es la se-
cuencia de insercion 1S481, que cuenta con una elevada
sensibilidad, debido a que el genoma de B. pertussis tiene
maés de 200 copias de este gen, lo que lo hace un blanco id6-
neo para su deteccion; sin embargo, su especificidad puede
verse limitada por la coexistencia de este gen 1S481 en B.
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Figura 2. RT-PCR para el blanco genémico 1S481.
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Resultados de la ampl ficacion/fluorescencia por triplicado del blanco
genomico 1S481, obteniendo Ct: 18.00, 18.18, 18.18

homesii (10-20 copias) y B. bronchiseptica (1 copia).3#117
Por fortuna, estas dos especies son raras en humanos. Por ello,
el blanco 1S481 es el mas utilizado, pero siempre habra que
considerar la posibilidad de falsos positivos debido a la reac-
cion cruzada con estas dos especies.'s%

La utilizacion de un solo blanco genémico no se conside-
ra suficiente para diagndstico de pertussis. Para mayor
especificidad, el uso de varios blancos minimiza la incidencia
de falsos positivos, que generan errores en cualquier método
que solo utilice un blanco gendmico.'®® Debido a la dismi-
nucion de especificidad asociada con 1S481, se ha sugerido
el uso de blancos alternativos o RT-PCR con blancos malti-
ples para la confirmacion de B. pertussisi®®, De tal manera,
ademas del blanco gendémico 1S481 (que nos ofrece una alta
sensibilidad), se utiliza un segundo blanco que nos ofrezca
elevada especificidad; los blancos mas utilizados para esta
funcion son: pertactina, BP283, BP485 y ptxS1.28 Este Gltimo
blanco es el mejor estudiado, se le encuentra en B. pertussis
y en B. parapertussis, pero con solo una copia en ambas es-
pecies, de manera que su deteccion en ocasiones puede de-
mostrar sensibilidad intermedia, por lo que esto es su mayor
limitante para utilizarse exclusivamente como blanco Unico.
Asi, la estrategia multiblanco utiliza dos o mas blancos que
garantizan una buena sensibilidad y especificidad.?

Figura 3. RT-PCR para el blanco genémico ptxS1.
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Recientemente, el CDC de Atlanta recomendd este abor-
daje multiblanco, mediante la técnica de RT-PCR.?? Para
la deteccion de B. pertussis y su diferenciacion con B.
parapertussis y B. holmesii se utilizan tanto la 15481
(que nos ofrece una alta sensibilidad) y la ptxS1 (que
ofrece una alta especificidad). En ensayos de RT-PCR
es importante analizar con detenimiento los Ct (de sus
siglas en inglés: Cycle threshold), que corresponde al ci-
clo de termociclado en el que se detecta la fluorescencia
especifica estadisticamente significativa. Normalmente,
ante B. pertussis se obtienen Ct<35 para el blanco 1S481
y Ct<40 para el blanco ptxS1;?? ademas, es muy impor-
tante correlacionar los Cts obtenidos para 1S481 y ptxS1,
porque hay una correlacion lineal para la sensibilidad
analitica en relacién con los valores de Ct de ambos
blancos con sus equivalentes genémicos.

En las Figuras 2 y 3 se muestran los resultados positivos
obtenidos en nuestro laboratorio, utilizando la deteccion
de ambos blancos genémicos a través de RT-PCR en una
muestra de hisopado nasofaringeo, obtenida de un pa-
ciente de cuatro meses de edad con cuadro clinico de tos
ferina y que no se encontraba vacunado.

La ventaja de utilizar RT-PCR para el diagndstico etio-

logico especifico de tos ferina radica en que es extraor-
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Figura 4. Periodos de la tos ferina y sus métodos diagnosticos
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dinariamente rapida, ademéas de ser mucho mas sensible
que los cultivos bacterianos tradicionales,*?! y que uti-
lizando los blancos genémicos apropiados, su especifici-
dad alcanza el 100%. Una ventaja adicional es que aun-
que las bacterias no suelen cultivarse durante el periodo
paroxistico, la RT-PCR es capaz de detectar a B. pertus-
sis desde el periodo catarral asi como en las primeras
tres semanas 0 mas del periodo paroxisitico, e incluso la
RT-PCR puede seguir siendo positiva durante tres sema-
nas después de haber recibido tratamiento especifico con
antibidticos.? Actualmente, el mismo CDC tiene como
definicion de caso de tos ferina, aquellos pacientes con
cuadro clinico compatible y su confirmacion bacteriolo-
gica de B. pertussis mediante cultivo o PCR.?

Las mejores muestras clinicas a obtener para los ensayos
de PCR son: el aspirado (lavado) y el hisopado (exuda-
do) nasofaringeos, que ofrecen mayor recuperacion tan-
to para cultivo, como para PCR; las muestras obtenidas
de la faringe o del vestibulo nasal no deben utilizarse
porgue normalmente B. pertussis no suele encontrarse
en estos sitios. Es de vital importancia que los hisopos
utilizados para muestras para PCR sean de dacrén o ra-
yén, porque los de alginato de calcio pueden inhibir la
PCR.*2 Los medios de transporte pueden ser el agar de
Regan-Lowe, o medios no nutritivos como el de Amies
adicionado con carbon.
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Periodo .
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SEROLOGIA

2. CULTIVO

Tradicionalmente, el cultivo para B. pertussis se ha con-
siderado el estandar de oro para el diagnéstico de tos
ferina. Si bien es altamente especifico, su sensibilidad es
muy pobre, lo que ha hecho que las técnicas moleculares
empiecen a reemplazarlo. Su principal limitante es que
la capacidad para aislar B. pertussis depende, fundamen-
talmente, del momento de la toma de la muestra, pu-
diendo ser positivo en el periodo catarral, pero diminuye
considerablemente su sensibilidad en el periodo paroxis-
tico (Figura 4). Se estima que su sensibilidad varia entre
15 y 45% cuando la muestra se obtiene durante los 21
dias del inicio de los sintomas y de 0% si se obtiene tres
semanas después.?>2

Los dos medios de cultivo més utilizados para el aisla-
miento de B. pertussis son el medio de Bordet-Gengou
(infusion de papa, glicerol y sangre de caballo/carnero)
y el agar Regan-Lowe (suplementado con sangre de ca-
ballo al 10% y cefalexina 40 mg/L).Z’

En general, el agar Regan-Lowe permite mayor porcenta-
je de aislamientos, ademas de que la vida media del medio
es de 4-8 semanas, a diferencia del medio Bordet-Gengou
que es, tan solo, de cinco dias. Si bien en el agar Regan-
Lowe el crecimiento de B. pertussis puede observarse des-
pués de 3-5 dias de incubacion a 35-36°C, se recomienda
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su incubacion hasta 7-12 dias para obtener resultados po-
sitivos.?” 2 Una vez obtenido el cultivo, se requiere ade-
mas, la confirmacion mediante métodos de aglutinacion
con antisueros especificos o por fluorescencia.

3. DETECCION DE ANTIGENOS

La prueba mas utilizada es la deteccion directa del
antigeno mediante anticuerpos fluorescentes (inmu-
nofluorescencia directa o IFD). Este método utiliza an-
ticuerpos (monoclonales o policlonales) especificos con-
jugados con diversos fluorocromos. Independientemente
de los anticuerpos utilizados, en general, esta metodolo-
gia carece de sensibilidad y especificidad. Su sensibili-
dad se reporta, en general, del 50%, con un rango entre
30 y 71%;® mientras que su especificidad es muy va-
riable, debido al alto indice de reacciones cruzadas, asi
como la subjetividad de la interpretacion. Precisamente,
la interpretacién de las laminillas requiere ser realizada
por personal experimentado. Casi siempre la positividad
se obtiene al observar de 10-100 organismos por campo.

Las pruebas basadas en deteccion de antigenos ofrecen la
importante ventaja de que los organismos no deben estar
viables para su deteccién y pueden detectarse durante la
evolucion de la enfermedad o, incluso, después de ha-
ber recibido antibi6ticos. Su mayor limitante es su falta
de estandarizacion, que se requiere utilizar microscopia
fluorescente, ademas de que se necesita amplia experien-
cia para una apropiada interpretacion.

4. PRUEBAS SEROLOGICAS

La infeccion con B. pertussis es seguida del incremento
en la concentracion sérica de anticuerpos IgA, IgG e IgM
contra antigenos especificos. Entre los antigenos contra
los cuales se generan anticuerpos estan: la toxina pertus-
sis (PT), hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactina
(PRN), fimbrias (FIM) y la toxina adenilato ciclasa. De
estos, la toxina pertussis es el antigeno mas utilizado para
la determinacion serologica porque es muy especifico para
B. pertussis. Existen varias metodologias para determinar
anticuerpos, como el ELISA, microaglutinacion, fijacion
de complemento, hemaglutinacién indirecta, inmunoblots
y la neutralizacion de toxina. En la actualidad, el método
de ELISA es el més utilizado en la practica clinica por su
mejor estandarizacion, de manera que los otros métodos
mencionados ya no se aconseja utilizarlos.

Los anticuerpos 1gG son los que se miden con mayor fre-
cuencia. La inmunizacidn primaria induce la produccion
de anticuerpos tanto IgM como IgG. En la actualidad se
recomienda la medicion de IgG contra PT (IgG-anti-PT)
para confirmar el diagndstico de tos ferina. La [gG-anti-
PT también puede detectarse en saliva, con una sensi-
bilidad de 80% y especificidad de 97%.%3! Los titulos
de corte deben encontrarse entre 50-100 Ul/mL, con una
sensibilidad de 76% y especificidad de 99%.3! Uno de los
inconvenientes de medir la 1gG, es que no permite distin-
guir si la respuesta inmune es secundaria a la infeccion
0 bien inducida por vacunacion. La determinacion de
IgA-anti-PT sélo debera utilizarse cuando se cuente con
un resultado de 19gG-anti-PT indeterminado o cuando no
pueda obtenerse una segunda muestra.

La adecuada deteccidn serolégica de B. pertussis sue-
le requerir muestras pareadas, aunque las mediciones
de inmunoglobulina A o G pueden realizarse con una
sola muestra; sin embargo, un inconveniente es que con
una sola muestra de IgG la sensibilidad disminuye (36-
76%).%

Si bien las pruebas seroldgicas no estan aln estandari-
zadas entre los diversos laboratorios, actualmente tanto
el CDC y la FDA de los Estados Unidos (Menzies SL,
et al)®2, asi como el grupo europeo Pertstrain (Guiso N,
et al), trabajan activamente para la adecuada estanda-
rizacion de la serologia, incluyendo los sueros humanos
estandarizados, estableciendo puntos de corte y desarro-
Ilando equipos comerciales basados en el método de ELI-
SA lgG-anti-PT.*

CONCLUSION

La tos ferina ha resurgido como un problema de salud
publica en todo el mundo, lo que ha motivado la imple-
mentacion de mejores estrategias por parte de los siste-
mas sanitarios para su adecuado diagndstico, control y
prevencion. Para ello, los sistemas de vigilancia epide-
mioldgica se han optimizado, ademas de que las estrate-
gias de vacunacion se han reforzado y actualmente tam-
bién se han extendido al grupo de adolescentes y adultos.
Por su parte, los avances en el campo del diagnoéstico de
tos ferina también han sido muy significativos, en donde
las pruebas moleculares empiezan a ser el referente diag-
nostico en muchos de los centros a nivel mundial.
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