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Identificacion de un caso de fos

ferina y estudio de sus contactos.
Utilidad de la PCR y del cultivo

RESUMEN
Objetivo: describir el estudio de un caso
de tos ferina y sus contactos familiares
en el municipio de Apizaco, en Tlaxcala,
México.
Caso clinico: a partir de la identificacién
de un caso de neumonia en un nifio de
cinco afos con esquema incompleto de
vacunacién de DPT se confirmé el diag-
néstico de tos ferina con reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) y cultivo. Se
realizé un estudio de contactos familiares.
Se obtuvieron 20 muestras por duplicado
para las mismas pruebas.
Resultados: la edad promedio de los con-
tactos fue de 26.5 afos, 50 % fue del sexo
femenino y 62 % no contaba con seguri-
dad social; 30 % tenia tres dosis de DPT.
35 % fue positivo a la PCR y de éstos 20 %
a cultivo.
Conclusiones: es importante resaltar que
ante la presencia de un cuadro de neumo-
nia en un nifo menor de cinco afnos, el
médico tiene que averiguar los anteceden-
tes de vacunacion de DPT, y ante un cua-
dro incompleto, con sintomatologia suges-
tiva, realizar el estudio epidemioldgico.

SUMMARY

Objective: to describe an epidemiological
study of one case of pertusis.

Clinical case: a five-year old boy was di-
agnosed with pneumonia and he had in-
complete DPT vaccination scheme; pertu-
sis was diagnosed by using the PCR
technique and culture. An epidemiological
study with family contacts was carried out,
in which 20 samples for both tests were
obtained. These were taken twice. Results:
The average age of the family members
was 26.5 years, 50 % were women, 62 %
did not have social security and 30 % had
three doses of DPT. 35 % were positive to
PCR and, 20 % out of these had positive
cultures.

Conclusions: in children smaller than five
years suffering from pneumonia, is rele-
vant to ascertain about DPT vaccination
status and to consider the possibility of
carrying out an epidemiological study with
the family.

Introduccion

En algunos casos, el diagndstico de tos ferina
es dificil de establecer clinicamente con cer-
teza puesto que la sintomatologia no sigue un
curso bien definido. El cuadro clinico tipico
de tos ferina en nifios esta caracterizado por
tos intensa paroxistica, en accesos cianoticos,
emetizante y con un estridor inspiratorio fi-
nal (coqueluchoide), fiebre ocasional, apnea
y vomito. En adolescentes y adultos jovenes
la sintomalogfa es variada y puede presentar-
se desde un cuadro respiratorio leve y atipico
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hasta el cuadro clinico tipico. Ademas, se ha
observado la presencia de Bordetella pertus-
sis en adolescentes y adultos inmunizados, lo
que indica una disminucién o desaparicién
de la inmunidad.!?

La transmision es principalmente por con-
tacto ditecto con las secreciones de la mucosa
de las vias respiratorias de las personas infec-
tadas que la diseminan. Suele ser contagiada
en el nucleo familiar por alguno de los hijos
mayores y a veces por alguno de los padres,
durante la fase catarral temprana, antes de la
fase paroxistica.* El tratamiento antimicrobia-
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no especifico es la eritromicina que acorta el
periodo de transmisibilidad cuando se admi-
nistra durante la incubacién al comienzo de la
fase catarral en los primeros 14 dias, tratamien-
to que debe incluir a los contactos familiares.®
Enla actualidad existe un gran nimero de prue-
bas de laboratotio para confirmar el diagnds-
tico clinico; pero debe sospecharse la presen-
cia de este agente etiologico en los pacientes
con tos repetitiva y prolongada. El diagnéstico
se realiza con el aislamiento de Bordetella per-
tussis en 90 % de los casos y en menor fre-
cuencia Bordetella parapertussis que causa una
enfermedad semejante, por lo general mas leve.

Existen varios métodos para la identifica-
cion de Bordetella pertussis, entre los cuales se
encuentra el cultivo nasofaringeo, la serologia
y métodos de biologfa molecular.

El cultivo nasofaringeo de Bordetella pertus-
sis puede realizarse durante la fase catarral y
paroxistica temprana. El resultado positivo de
esta prueba depende de factores tales como la
concentraciéon bacteriana y el tiempo de evo-
lucién.® Las pruebas ripidas como serologias,
inmunofluorescencia directa y ELISA son més
sensibles que el cultivo, pero con frecuencia el
resultado positivo es falso. En la actualidad, el
uso de técnicas de biologia molecular es una

Figura 1. Placa de térax de caso indice con diagnéstico radiolégico
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alternativa util con buena sensibilidad y espe-
cificidad, ademas de la rapidez en el diagnésti-
co y seguimiento oportuno, por lo que es una
excelente alternativa en casos de brotes.”®

Entre los métodos de biologia molecular,
la técnica de reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) ha sido ampliamente utilizada en el
diagnéstico de Bordetella pertussis ya que es mas
sensible que el cultivo y la serologia en la fase
paroxistica y puede ser procesada en uno o
dos difas. Diferentes secuencias blanco han sido
reportadas, sin embargo, algunos investigado-
res seflalan la secuencia de insercién 15481
como blanco idéneo para la deteccién de Bor-
detella pertussis por su alto nimero de copias en
el genoma de 80-100.71*

El analisis del cromosoma de Bordetella per-
tussis por técnicas de electroforesis de gel de
campos pulsados (PFGE) ha demostrado ser
una buena herramienta epidemioldgica, con re-
producibilidad para esta bacteria y otras patra
definir ampliamente el origen de una clona co-
mun.!>!7 El inconveniente es la falta de estan-
datizacién en los procedimientos de compara-
cién de los datos que registra cada laboratorio.

El objetivo de este trabajo es describir el
estudio de un caso de tos ferina y sus contac-
tos familiares en el municipio de Apizaco en
Tlaxcala, México.

Caso clinico

En el mes de noviembre de 2004 acudié a
consulta una madre con su hijo de cinco afios
de edad al Instituto Tlaxcalteca de Asistencia
Especializada a la Salud, de la Secretarfa de
Salud, con cuadro clinico de neumonia. Los
datos clinicos que hicieron sospechar tos feri-
na fueron: cuadro catarral, tos paroxistica, es-
pasmédica, ciandtica y en ocasiones emetizan-
te, con estridor respiratorio final y un tiempo
de evolucién de 40 dias, ademas de un esque-
ma de vacunacién incompleto (dos dosis de
DPT). Se realizé estudio radiolégico, el cual
mostréd datos de neumonia de etiologia infec-
ciosa (figura 1). Se tomé muestra de exudado
nasal, procesada por reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) y cultivo.

A la madre del menor se le aplicé un cues-
tionario para obtener informacién sobre la
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evolucion de la enfermedad del nifio y aspec-
tos sociodemograficos.

Se acudi6 al domicilio del menor para rea-
lizar estudio de contactos familiares. Se toma-
ron muestras de exudado nasal con hisopo de
dactrén para cultivo y PCR. Ademias, se les apli-
c6 un cuestionario de seguimiento epidemiol-
gico para obtener informacién sobre algunas
variables como antecedentes de vacunacién de
DPT y datos sociodemograficos y clinicos.

Las muestras fueron trasladadas en hielera
lab top colest a una temperatura de menos
20 °C al Instituto para su procesamiento, el

cual estuvo a cargo de una quimica experta en
la técnica de PCR.

Procedimiento de las pruebas
de laboratorio

El diagnéstico fue confirmado por PCR. Se
obtuvieron 20 muestras de exudado nasofa-
ringeo por duplicado. Una toma se depositd
en 100 uL de agua inyectable estéril libre de
DNAsa y RNAsa y se conservé a —20 °C para
PCR y otra en medio de Regan y Lowe'® para
el cultivo, las cuales se transportaron en un
tiempo menor a cuatro horas para su analisis.
Las muestras fueron sembradas en agar Bordet
Gengou; se incubaron por seis dfas a 35 °C.
A las colonias sospechosas de Bordetella per-
tussis se les realiz6 la tincién de Gram, prue-
ba de catalasa, citocromo oxidasa, crecimien-
to en agar Mac Conkey y pruebas bioquimicas
de urea, movilidad, fermentacién de carbo-
hidratos y de aglutinacién con antisueros es-
pecificos.!”

Las muestras de exudado nasofaringeo para
PCR fueron procesadas, al igual que una sus-
pensién bacteriana de las cepas control (positi-
vo de Bordetella pertussis ATCC 9797 y aisla-
mientos clinicos); en todas las muestras se hizo
extracciéon de DNA con Aqua Pure Genomic
DNA Isolation Kit (BIO-RAD).

El fragmento de la secuencia de insercién
18481 de Bordetella pertussis se detectd por PCR
anidada, utilizando los iniciadotres descritos
por Farrell et al.'! BPIS4801 (GACTTCGT-
CTTCGTGGCCAT-3") y BPIS4802 (5°GTA-
CAGCGCGCCCGATGCCT-’); BPNEST1
(5-CGCGTGGCCTTCACCGACAT-3") y

Rev Med Inst Mex Seguro Soc 2007; 45 (6): 623-627

BPNEST2 (5-GGGCGGTAAGGTCGGG-
TAAA-3).

Se utilizaron controles positivos y negati-
vos: cepas de Bordetella pertussis ATCC 9797,
Bordetella parapertussis ATCC 15311 y Bordetella
bronchioseptica ATCC 10580 y aislamientos cli-
nicos de este estudio.

Resultados

Se definié como caso indice al menor de cinco
aflos que acudié a consulta por ser el sujeto
con mas tiempo de evolucién de la tos.

La edad promedio de los contactos fami-
liares fue de 26.5 afios; 50 % fue del sexo fe-
menino; 62 % no contaba con seguridad so-
cial; 30 % tenia al menos las tres dosis de DPT
en el primer afio de vida.

De los 20 contactos familiares estudiados
siete (35 %) fueron positivos a PCR y cuatro
(20 %) a cultivo. Los cuatro sujetos positivos a
cultivo habian sido positivos a PCR. El paren-
tesco de éstos fue padres y hermanos del caso
indice.

En el cuadro I se muestran las caracterfsti-
cas de los contactos que resultaron positivos a
Bordetella pertussis con la técnica de PCR.

En relacion con la edad, se identificaron
dos adolescentes de 12 y 16 aflos, los cuales
eran hermanos del caso indice, y resultaron
positivos a cultivo y ambos con esquema de
vacunacion de DPT completo confirmado por
cartilla. Ambos habian presentado tos.

El resto de los contactos tenfa una edad
entre 36 y 75 afios; s6lo dos de ellos no tuvie-
ron el antecedente de tos. Dos de los contac-
tos fueron los padres del caso indice y resulta-
ron también positivos a cultivo.

En la figura 2 se muestra la amplifica-
ciéon de un fragmento de 1S481 de Bordetella
pertussis.

o L4
Discusion
Bordetella pertussis es un agente causal impor-
tante de enfermedades respiratorias que afec-
ta a nifios, adolescentes y adultos. Pocas veces

considerado como agente etiolégico en cuadro
atipico catarral, muchas de las infecciones pro-
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Cuadro |
Caracteristicas de los contactos de un niiio positivo a Bordetella pertussis por reaccion en
cadena de polimerasa

Parentesco Ndmero
Edad concaso Semanas Rubi- dosis
Paciente (afios) Sexo indice contos cundez Cianosis Vémito DPT  Cultivo

1 5* M 57 p p + 2 p
2 12 F Hermana 1.6 n n + 5 p
3 36 F Mamé 29 n n - ns p
4 40 M Papa 5.1 p n + ns p
5 16 F Hermana 32 p n + 5 p
6 50 F Tio 0.0 n n - ns n
7 44 M Tio 0.0 n n - 3 n
8 75 F Empleada 21 p n - ns n

doméstica

*Caso Indice p = positivo n = negativo ns = no sabe
|

convertirse en transmisores potenciales para
los pacientes pediatricos, sobre todo los me-
nores de seis meses que en mas de 50 % pue-
den requerir hospitalizacién.>

El cultivo es un método muy sensible para
la identificacién de Bordetella pertussis en la fase
catarral, sin embargo la positividad depende
de la concentracién bacteriana que tenga el
sujeto asi como de la toma de la muestra y su

205 pb

.;“ L R

procesamiento."

Una excelente alternativa rapida, que ofre-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14

ce grandes ventajas en la actualidad, es la PCR,
pero solo laboratorios especializados son ca-
paces de realizar este tipo de pruebas.!®!?

De los 20 sujetos en cuestion, siete (35 %)
fueron positivos a PCR y cuatro de éstos
(57 %) a cultivo. Estos resultados son simila-
res a los reportados por otros estudios en don-
de se observa una prevalencia de Bordetella per-

Figura 2. Amplificacion de un fragmento de 15481 de Bordetella pertussis. El
tamaiio del fragmento amplificado de 205 ph. Carril 1, marcador de peso
molecular de 100 bp PCR. Carriles 2 y 13, cepa control de Bordetella pertussis
ATCC9797. Carriles 3 a 8, muestra nasofaringea. Carriles 9 a 11, cepa aislada
de Bordetella pertussis. Carril 12, control negativo de muestra nasofaringea.
Carril 14, cepa control negativa de Escherichia coli ATCC 25922. —————— 7
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vocadas pot éste no son diagnosticadas a tiem-
po v los pacientes no reciben un tratamiento
adecuado.! La incidencia es de aproximadamen-
te 30 %, sobre todo en las tres primeras sema-
nas del padecimiento, tanto intraescolar como
intrafamiliar.?’ La deteccién del microorganis-
mo por cultivo o PCR en pacientes sintomati-
cos implica gran responsabilidad de los servi-
cios de salud. Los adultos que tienen tos crénica
pueden ser reservorios de Bordetella pertussis y

tussis entre 12y 26 %.57

La ventaja de realizar el diagndstico por
PCR es que los resultados se obtienen entre
24-48 horas, a diferencia de un cultivo que
puede tardar hasta 10 dias. La tos ferina puede
ser de 10 a 40 veces mas frecuente de lo que
reporta nuestro sistema de vigilancia epidemio-
légica. ILa deteccion oportuna de este microor-
ganismo permitird un tratamiento adecuado,
as{ como evitar posibles contagios en adultos
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ain inmunizados y en niflos menores de cinco
aflos con dosis incompletas de DPT. Por otro
lado, aun cuando este estudio no permite defi-
nir modificaciones en las acciones preventivas,
si es necesario considerar la posibilidad de una
revacunacién después de los 12 afios de edad,
como en otros paises.'

Finalmente, es importante resaltar que ante
la presencia de un cuadro de neumonia en un
nifio menor de cinco afios, el médico tiene que
interrogar sobre los antecedentes vacunales de
DPT, y cuando el esquema de vacunacién esta
incompleto y existe sintomatologfa, debera rea-
lizar el estudio epidemiolégico.
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