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RESUMEN

La tos convulsa o coqueluche es una enfermedad respiratoria aguda altamente contagiosa
causada por Bordetella pertussis. Esta enfermedad inmunoprevenible ha resurgido en las
Ultimas décadas y afecta a todos los grupos etarios pero con mayor gravedad a los lactantes
menores de 6 meses. Para el diagndstico de laboratorio existen diferentes metodologias que no
son excluyentes entre si. El cultivo es la metodologia de referencia. En los Ultimos afios se ha
introducido de las técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con el objetivo de genatipificar los aislamientos clinicos circulantes ya que podrian en
parte explicar el resurgimiento de la enfermedad. Los objetivos del presente trabajo fueron
describir los resultados obtenidos por técnicas de PCR y cultivo, y las caracteristicas clinicas

de pacientes con sospecha de coqueluche.

Se estudiaron 245 aspirados nasofaringeos de pacientes pediatricos con sintomatologia
compatible con tos convulsa. Veinte pacientes (8,2%) dieron resultado positivo por alguna de
las dos metodologias, 19/20 (95.0%) fueron positivos por PCR, de los cuales ocho (40%)
también fueron positivos por cultivo y s6lo uno (5.0%) arrojé un resultado positivo por cultivo y
PCR negativa. El 35.0% de los casos fue en nifios menores de 2 meses, y el 70.0 % en
menores de 6 meses. Los signos y sintomas como la tos, paroxistica o no y los sintomas
catarrales fueron los predominantes, las complicaciones como la neumonia y las convulsiones
se presentaron en un solo paciente cada una y hubo una muerte. Entre los pacientes con

confirmacion de coqueluche, el 64.0% (13 /20) tenian vacunacion completa acorde a la edad.

En una segunda etapa del trabajo los aislamientos seran enviados para su estudio molecular
con el objetivo de evaluar si las cepas circulantes estan presentes en la vacuna que se aplica

actualmente.
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INTRODUCCION

La tos convulsa o coqueluche es una enfermedad respiratoria aguda altamente contagiosa que
afecta tanto a la poblacién pediatrica como a adolescentes y adultos. Esta enfermedad
inmunoprevenible es causada por Bordetella pertussis. La transmisiébn es de persona a
persona a través de gotitas de Pfliigge o por contacto directo con las secreciones de las vias
respiratorias de las personas infectadas. La sintomatologia de la enfermedad varia con la edad
del paciente, el estado de vacunacion, el tratamiento con antibiéticos y la co-infeccién con otros

microorganismos (1,2)

Actualmente el género Bordetella incluye diez especies siendo B. pertussis, B. parapertussis y
B. bronchiseptica las mas prevalentes. El principal agente etiol6gico de la enfermedad es B.
pertussis, aunque también se han descripto casos con sintomatologia similar en los que el
agente causal es B. parapertussis y mas recientemente B. holmesii (3-5).

El curso clinico de la enfermedad puede dividirse en tres etapas: catarral, paroxistico y
convaleciente (6). Después de un periodo de incubacién de cinco a diez dias, con un limite
maximo de 21 dias, la enfermedad comienza con la denominada fase catarral. Esta fase tiene
una duracién de una a dos semanas y por lo general se caracteriza por la presencia de rinorrea,
y tos progresiva. Al final de la fase catarral, puede observarse una leucocitosis con linfocitosis
absoluta. En la fase paroxistica posterior, B. pertussis causa tos severa y espasmadica, estridor
inspiratorio y a menudo cianosis y vémitos. Durante la primera o segunda semana, la frecuencia
de los ataques de tos va en aumento y luego se mantiene para ir disminuyendo gradualmente.
La fase paroxistica suele durar entre una a seis semanas, pero puede persistir hasta 10
semanas. Los nifios pequefios menores de seis meses de edad pueden no tener la fuerza para
hacer el sonido caracteristico de la enfermedad. En ellos los paroxismos pueden estar ausentes
y los periodos de apnea presentes (6). La fase de convalecencia, que generalmente dura entre

una a tres semanas, se caracteriza por una disminucién gradual y continua de la tos. La fiebre



en general esta ausente o es minima a lo largo de toda la enfermedad. Los casos mas graves
requieren de hospitalizacién, y pueden presentar complicaciones e incluso ser mortales. Las
complicaciones mas importantes son la bronconeumonia, convulsiones, encefalopatia aguda,
dafio cerebral permanente y muerte. Los adultos y adolescentes con algun grado de inmunidad
pueden presentar tanto sintomas leves como la tipica tos paroxistica prolongada. En todas las

personas, la tos puede persistir durante meses (7).

La implementacion de la vacunacion masiva en la poblacion, a mediados del siglo pasado, logro
reducir significativamente la morbimortalidad asociada con la enfermedad. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha puesto de manifiesto un aumento de los casos de tos convulsa, incluso entre
poblaciones con altas coberturas de vacunaciéon (8,9). Las causas de esta situacion
epidemioldgica se siguen debatiendo aunque se ha aceptado que mejoras en la vigilancia, la
disminucion de la inmunidad inducida ya sea por vacunacion o adquirida de forma natural y la
adaptacion del patégeno B. pertussis a la vacunacion podrian ser las principales causas del

incremento registrado (10).

El diagnostico clinico de la enfermedad en general se realiza de acuerdo con criterios
recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (11). En Argentina, desde el
nivel central y basado en los criterios de la OMS, se han consensuado a partir del 2010 las

siguientes definiciones clinicas de caso segun la edad del paciente (12):

. Menores de 6 meses: Toda infeccion respiratoria aguda, con al menos uno de los
siguientes sintomas: apnea, cianosis, estridor inspiratorio, vomitos después de toser o

tos paroxistica.

. Mayores de 6 meses hasta 11 afios: Tos de 14 o mas dias de duracion
acompafiado de uno o méas de los siguientes sintomas: tos paroxistica, estridor

inspiratorio o vomitos después de la tos, sin otra causa aparente.



. Mayores de 11 afos: tos persistente de 14 o mas dias de duracion, sin otra

sintomatologia acompafiante.

Un caso se considera confirmado cuando se obtiene alguna de las siguientes condiciones:

Paciente con tos de cualquier duracién y cultivo positivo

Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) positiva con clinica compatible

Seroconversion con clinica compatible

Clinica compatible mas nexo epidemioldgico confirmado por laboratorio.

El diagnéstico molecular basado en PCR es una excelente técnica que da oportunidad para la
accion rapida sobre el caso y los contactos obteniendo resultados rapidos y con grandes
posibilidades de positividad en la fase caracteristica de la enfermedad y permite la
identificacion de otras especies. Todo esto sumado a su alta sensibilidad (70-99%) y
especificidad (80-100%). La técnica de cultivo sigue siendo el “gold standard” con una
especificidad del 100% pero con baja sensibilidad que varia entre 12-60% lo cual significa una
desventaja a la hora de elegirla como técnica de diagndstico en el laboratorio (13, 23). Sin
embargo la realizacién de cultivo tiene gran impacto en la salud publica sobre todo en la

sospecha de brotes y en el estudio de la poblacion bacteriana circulante.

Aungue B. pertussis no requiere un medio de cultivo complejo, resulta dificil de cultivar debido a
que es extremadamente labil, nutricionalmente exigente, de lento crecimiento y requieren de
personal entrenado para su recuperacion. El procesamiento de las muestras debe hacerse bajo

campana de bioseguridad (14, 15).

Los objetivos del presente trabajo fueron describir los resultados obtenidos por técnicas de

PCR vy cultivo, y las caracteristicas clinicas de pacientes con sospecha de coqueluche.



MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, analitico y transversal, en el periodo comprendido entre
abril de 2016 hasta abril del 2017. Se estudiaron pacientes pediatricos que presentaron
sospecha o diagnéstico clinico de coqueluche provenientes del Hospital de Nifios de la

Santisima Trinidad, Hospital Pediatrico del Nifio Jesus y Clinica Universitaria Reina Fabiola.

Los criterios de inclusion fueron:

eNifios menores de 6 meses con diagndstico clinico de infeccidn respiratoria aguda, con
al menos uno de los siguientes sintomas: apnea, cianosis, estridor inspiratorio, vomitos
después de toser y tos paroxistica.
eNifios mayores de 6 meses hasta 11 afios contos de 14 o mas dias de
duracion acompafiado de uno o mas de los siguientes sintomas: tos paroxistica,
estridor inspiratorio o vomitos después de la tos, sin otra causa aparente.

El criterio de exclusion fue pacientes que aun cumpliendo con los criterios de inclusion, se

negaron a firmar el consentimiento informado.

La muestra estudiada fue el aspirado nasofaringeo tomado con una sonda nasogastrica por las
fosas nasales hasta la pared posterior de la faringe. Las muestras fueron conservadas a 4°C
hasta su procesamiento dentro de las 24 hs. Se sembraron bajo campana de flujo laminar en
dos placas de agar Bordet-Gengou, una con Anfotericina B y otra sin la droga, para evitar el
crecimiento de hongos contaminantes. Se incubaron a 37°C en atmdésfera aerdbica hasta 14
dias. Para el control de calidad se conto con la cepa B.pertussis Tohama fase | suministrada por

el Laboratorio Nacional de Referencia INElI ANLIS Malbran.

Las colonias compatibles con las caracteristicas morfoldgicas de Bordetella spp. se repicaron
en Agar Bordet-Gengou (16) y se les hizo la coloracion de Gram. Se efectuaron las siguientes

pruebas iniciales de identificacién bioquimica: produccion de oxidasa, catalasa y ureasa (17).



Luego se efectud la identificacién bacteriana por espectrometria de masa (MALDI-TOF) y se
enviaron las cepas al Laboratorio de La Plata para su identificacibn molecular y posteriores

estudios genotipicos.

Al mismo tiempo las muestras se analizaron por la técnica de PCR convencional en el
Laboratorio Central de la Provincia de Cordoba donde se realizé la deteccion de dos genes: la
secuencia de insercion 1S481 y la secuencia del promotor toxina pertussis (PT). Este mismo
método es el que se llevd a cabo para la identificacion molecular de las cepas aisladas por

cultivo y se realiz6 en el Laboratorio Nacional de Referencia Pertussis, La Plata, Argentina.

RESULTADOS

Se estudiaron 245 pacientes con edades comprendidas entre un mes y los cinco afos de vida,
el 56,7% (139/245) fueron de sexo masculino y el 33,1% (81/245) menores de dos meses de
vida. El 74,7% (183/245) fue de Cérdoba Capital y el resto de alguna localidad del interior de la
Provincia. Del total de pacientes estudiados, 8,2% (20/245) fueron casos confirmados de tos
convulsa por alguna o ambas técnicas diagnoésticas. De los casos positivos, no hubo diferencias
en cuanto al sexo, el 35,0% (7/20) fueron menores de dos meses y el 70,0% menores de 6

meses.

Los datos clinicos de los pacientes positivos se encuentran en la Tabla 1. De los 20 pacientes
con tos convulsa, 19 no habian recibido ningun antibiético previo a la toma de muestra 'y a 10
de ellos se les instaur6 tratamiento antibidtico con Claritromicina inmediatamente después de la
toma de la muestra. De 14 pacientes donde se pudo constatar el dato de vacunacion, nueve
estaban vacunados con la vacuna Pentavalente, el 66,7% (6/9) llevaban un esquema acorde a
la edad y el 33,3% (3/9) llevaban colocada una dosis menos de lo correspondiente segun el
calendario de vacunacion. En tres madres de los nifios con resultado positivo, se pudo
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constatar que habian recibido vacunacion durante el embarazo, en el resto no se pudo obtener

el dato.

Tabla 1: Signos, sintomas y complicaciones en los pacientes positivos (N°=20).

Signos, sintomas y complicaciones. n° (%)
Tos 17(85)
Tos Paroxistica 14(70)
Estridor 3(15)
Apnea 7(35)
Cianosis 12(60)
Vémitos 9(45)
Sintomas Catarrales 15(75)
Convulsiones 1(5)
Neumonia 1(5)
Letalidad 1(5)
Leucocitos>20000mm3 14(70)
Linfocitos>70% 2(10)

La incidencia estacional mostré dos picos anuales, uno en mayo 2016 y otro en enero 2017.

La Tabla 2 describe los resultados de las técnicas utilizadas en el diagnéstico de los pacientes

con sospecha clinica de coqueluche.



Tabla 2: Resultados del cultivo y PCR en los casos confirmados de coqueluche (N°=20)

CULTIVO
+ -
+ 8 11

PCR
- 1 0

Los cultivos en medio de agar Bordet-Gengou tardaron de 4 a 13 dias en desarrollar. Las
colonias fueron inicialmente pequefas, betahemoliticas, ligeramente grisaceas y con la
prolongaciéon de la incubacién aumentaron de tamafio y adquirieron el brillo caracteristico de
gotitas de mercurio. En la tincibn de Gram se observd en todos los casos cocobacilos gram
negativos palidos y pequefios, catalasa y oxidasa positivas y urea negativa. En cuanto a la
identificacion de las cepas obtenidas por cultivos, 3/9 fueron identificadas por MALDI-TOF como
Bordetella bronquiseptica y 6/9 como Bordetella pertussis. Por técnicas moleculares todas

fueron identificadas como Bordetella pertussis.

DISCUSION

La tos ferina continta siendo un importante problema de salud publica.

En nuestra serie, se confirmd la deteccién de Bordetella pertussis en el 8,2 % de los casos

sospechosos, porcentaje inferior al presentado por el programa SIVILA que a nivel pais



confirma el 26% de los casos (18) y en otro reporte argentino (13) se obtuvo un 38% de
confirmacion.

El 35,0% de los casos fue en nifios menores de 2 meses, y el 70,0% en menores de 6 meses,
datos coincidentes con el registro nacional de Argentina afio 2016 (18).El aumento de los
casos de tos ferina en los Ultimos afios, incluso entre poblaciones con gran cobertura vacunal y
sobre todo a expensas del incremento de casos declarados en nifios mayores, adolescentes y
adultos requiere de estudios epidemiolégicos para conocer la situacion de la region.

Entre los pacientes con confirmaciéon de coqueluche, el 64,0% (13/20) tenian vacunacion
completa acorde a la edad. Este dato sugeriria las posibles adaptaciones de las cepas o el
surgimiento de nuevos genotipos no contenidos en la vacuna.

Se observl una estacionalidad en otofio y primavera-verano, similar a lo informado en otros
paises (13). En nuestro estudio los signos y sintomas como la tos, paroxistica 0 no y los
sintomas catarrales fueron los predominantes y coinciden con la literatura consultada. (13). De
los 20 casos estudiados las complicaciones como la neumonia y las convulsiones solo se
presentaron en un solo paciente cada una; las convulsiones son variables de acuerdo a los
diferentes reportes y en nuestro estudio ocurri6 en el paciente que fallecio. Este tenia dos
meses de edad, presentd leucocitosis superior a 30.000/mm3 y no pudo determinarse su status
vacunal (13,19). Segun muchos autores la hiperleucocitosis al ingreso deberia considerarse un
predictor de riesgo de evolucion desfavorable (13).

En los paises desarrollados se confirma la tos convulsa en mas del 50% de los casos y, en
muchos de ellos, no solo se utiliza de rutina la PCR sino también el cultivo, método que tiene
alta especificidad (20, 23). Comparado con otros paises, en Argentina no es frecuente la
realizacion del cultivo debido a su complejidad y costo, sin embargo cabe destacar la
importancia del aislamiento de la bacteria no so6lo para diagnoéstico sino para estudios
posteriores. Los resultados de las distintas técnicas de diagnostico pueden no coincidir ya que
cada una de ellas depende diferencialmente de factores. En el Unico caso que se obtuvo cultivo
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positivo y PCR negativa no se encontré un factor especifico que justifique dicho resultado pero
si podemos decir que la PCR si bien tiene alta sensibilidad y la especificidad esta dada por los
primers y las condiciones de reaccion, existen falsos negativos que pueden evitarse con
estrictos controles. De los 11 casos con PCR positiva y cultivo negativo, ninguno habia recibido
antimicrobianos previos a la toma de la muestra, pero otros factores como el estado
inmunologico, la calidad de la muestra, la fase de la enfermedad en la que se encuentra el
paciente a la hora de la toma de muestra, pueden haber influido en un resultado de cultivo
negativo. En este ultimo caso lo 6ptimo para favorecer el crecimiento bacteriano es la toma de
muestra dentro de las tres semanas del inicio de los sintomas. Las caracteristicas culturales y
el tiempo de desarrollo bacteriano (habitualmente entre 2 y 10 dias) fueron acordes a lo
descripto en la literatura (21), con la excepcion de un cultivo que se positivizo a los 13 dias de
incubacién. Si bien la identificacion definitiva previa a la confirmacién molecular fue por
espectrometria de masa (MaldiTof), las pruebas bioquimicas preliminares realizadas a los
cultivos (oxidasa, catalasa y urea) fueron acordes al género y especie confirmados luego por
los métodos moleculares. El sistema MaldiTof arrojé resultados discordantes en tres cepas,
identificadas erroneamente como B. bronchiseptica y confirmadas molecularmente como B.
pertussis. En estos tres casos, el diagndstico molecular directo sobre la muestra clinica informé
B. pertussis.

Por medio de técnicas moleculares de las bacterias aisladas por cultivo, es posible conocer los
genotipos circulantes y relacionarlos con aquellos que estan incluidos en la vacuna para lograr
un mejor control de la enfermedad. Se necesitan estudios ulteriores para conocer la

epidemiologia de nuestra region.
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