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l. RESUMEN ESTRUCTURADO 

Antecedentes. En plena era postvacunal, la tosferina sigue un problema de salud pública. 
En el mundo se registran cada ailo de 20 a 50 millones de casos que cobran la vida de 200,000-
400,000 nii'los. El 900/o de esas muertes son de pacientes en países en vías de desarrollo, sobre 
todo lactantes menores de seis meses de edad 1• En México es una enfermedad de notificación 
obligatoria. De acuerdo a los informes del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y 
Control de Enfermedades se registraron 423, 203 y 252 casos de tos ferina en 2009, 2010 y 
2011 , respectivamente, lo que indica que a pesar de la amplia cobertura de vacunación(> 900/o), 
continua siendo un problema de salud pública. El aumento en la incidencia de tosferina puede 
ser resultado de varias causas como: una mejor vigilancia, cambios en la definición de caso, 
nuevas técnicas diagnósticas, disminución en la cobertura de vacunación, cambios en los 
procedimientos de producción de las vacunas que afectan la eficacia, asf como cambios en la 
inmunidad inducida por vacunación2

-<; . También se ha propuesto que la reemergencia de 
tosferina obedece a la diseminación de cepas antigénicamente distintas a las vacunales, teniendo 
como consecuencia que las vacunas no inducen la inmunidad protectora o la aparición de cepas 
más virulentas debida a cambios en las secuencias reguladoras del principal factor de virulencia: 
toxina pertussis4

•
57

• En México para la vacunación masiva de la población infantil contra la 
tosferina se utiliza una vacuna acelular cuyos componentes antigénicos son la pertactina 
codificada por el gen prn y la toxina pertussis (ptxSJ) regulada por ptxP, estos antfgenos 
permiten montar respuesta humoral protectora. 

Justificación. En nuestro país no existe ninguna investigación que brinde información 
sobre la variabilidad de las cepas de B. pertussis por lo que la detección de polimorfismos en los 
genes prn, ptxSI y su secuencia reguladora permitirá establecer si los aislamientos analizados 
son diferentes a la cepa vacuna!. 

Objetivo general. Identificar los polimorfismos de los genes prn, ptxSJ y ptxP en aislados 
de B. pertussis obtenidos de pacientes menores de un ailo con diagnóstico confirmado de 
tosferina durante el periodo mayo 2011-noviembre 2012. 

Tipo de estudio. Observacional, descriptivo y transversaL 

Métodos. Se analizarán 97 muestras de pacientes pediátricos con diagnóstico confirmado 
de tos ferina a través de la amplificación de dos blancos genéticos (/S481 y ptxS 1) por PCR en 
tiempo reaL Actualmente se cuenta con un banco de 61 muestras de pacientes que fueron 
atendidos durante mayo 20 JI-Febrero 2012 en el Instituto Nacional de Pediatría, otros centros 
hospitalarios colaboradores como: Centro Médico Nacional La Raza del IMSS y Hospital 
General Gea González. Se colectarán muestras hasta alcanzar el número propuesto en este 
estudio (n=97). Para identificar los polimorfismos se amplificarán por PCR los genes prn, ptxSl 
y la secuencia promotora ptxP. Los amplicones se purificarán y secuenciarán. Para establecer el 
tipo de polimorfismos, las secuencias se compararán usando alineamientos múltiples y árboles 
filogenéticos. Se detectarán lo cambios respecto a la cepa vacunal y se describirá la prevalencia 
de variantes. Se construirán modelos tridimensionales de cada uno de los polimorfismos 
encontrados y se analizará su antigenicidad utilizando herramientas bioinforrnáticas. Finalmente 
se analizará la información para relacionar los datos obtenidos con la presentación clfnica. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Generalidades de B. pertussis 

En plena era posvacunal, la tosferina sigue siendo un problema endémico mundial. En 
la última década ha resurgido como un problema de salud pública En el mundo se registran 
cada afio de 20 a 50 millones de casos que cobran la vida de 200,000 - 400,000 niflos. El 90% 
de estas muertes son de pacientes que viven en paises en vfas de desarrollo, sobre todo lactantes 
menores de seis meses de edad1

• 

El agente causal de la tos ferina es Bordetella pertussis, un cocobacilo Grarn negativo 
aerobio, pleomórfico y no móvil. También existen otras ocho especies en el género Bordetel/a: 
B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. holmesii, B. hinzii, B. trematum, B. petrii, y B. 
ansorpil'. 

B. pertussis afecta exclusivamente al humano, que también sirve como reservorio. B. 
parapertussis afecta al humano y ocasionalmente a las ovejas por lo que se han descrito dos 
linajes: B. parapertusisHu y B. parapertussisov. B. bronchiseptica y B. hinzii son patógenos 
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 patógeno exclusivo de las aves, B. ansorpii es la 
especie más reciente solo se han reportado dos casos en la literatura (Cuadro Jt 

Este microorganismo expresa un gran número de factores de virulencia con funciones 
inmunomoduladoras10

• Estos incluyen varias toxinas como la citotoxina traqueal, la toxina 
pertussis (PT) y la hemolisina adenilato-ciclasa (ACT) que datlan las células epiteliales ciliadas 
y macrófagos alveolares causando hiperlinfocitosis, también produce varias adhesinas como 
hemaglutinina filamentosa, pertactina y protefnas fimbirales (FIM2 y FIM3) (Cuadro 2). 

-
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Especies 

B.pmussls 

B. parap~tvssls 

B. bronchlsq~tlca 

B.avium 

B.trematum 

B. ho/mes/1 

B. h/nz/1 

B.petr/1 

B. ansorp/1 

Cuadro l. Esptcies pertenecientes al género Bordetella 

Hunptd 

Humanos 

Humanos 

Ovejas 

Mamíferos 

Humanos 

Aves 

Humanos 

Humanos 

Enfermedad 

Tos ferina (niftos), tos 

persistente (jóvenes­

adultos) 

Tos ferina, neumonía 

crónica 

Tos (perros), rinitis 

(cerdos) 

Comentarlos 

Enfermedad clásica que dura de 6-12 semanas 

ocasionalmente hay complicaciones como neumonía, 

encefalopatfa, crisis convulsivas, hipertensión pulmonar 

y muerte. 

Causa enfermedad parecida a la tos ferina, pero más leve. 

Los humanos y las ovejas forman dos distintos linajes, 

dificil intercambio entre huéspedes. 

Cursa asintomática en muchos huéspedes. La infección 

en humanos es rara, principalmente afecta 

inmunocomprometidos. 

Rinotraqueltis Infecciones propias de las aves 

Infecciones de heridas, La infección en humanos es rara, pero se han reportado 

otitis media en infecciones óricas y en heridas. 

Septicemia Rara pero se ha incrementado el número de infecciones 

en humanos (septicemia), puede causar enfermedad 

similar a pertussis. 

Humanos Aves Asintomática La infección en humanos es rara, reponada en pacientes 

con fibrosis quistica de corral 

Ambiente 

Humanos 

Humanos 

Desconocida 

Dos casos descritos 

Quizá comensal del tubo respiratorio de aves de corral. 

Aislada de un rio de sedimentos de un biorreactor 

(ambiente). 

En humanos es infrecuente. se ha detectado en pacientes 

con mastoiditis y en 6brosis quística 

Infección de quiste dermoide e infección relacionada a 

catéter en un paciente inmunocomprometido 
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Cuadro 2. Factores de virulencia de B. pertussis. 
Factor de virulencia Dacrlpclón Especie 

Hemaglutinina filamentosa 

(FHA) 

Fimbria (FIM) 

Pertactina (PRN) 

BrkA 

Factor de colonización traqueal (TcfA) 

Toxina pertussis (PT) 

Adenilato ciclasa (CyaA) 

Secreción tipo lll 

Toxina dermonecrótica (DNT) 

Citotoxina traqueal (TCT) 

-

Protdna secretada y asociada a superficie de 220 kDa, 

adhesina, requerida para colonización traqueal, altamente 

inmunogénica. componente primario de vacunas 

acelulares. 

BP,BPa,BB 

Estructuras de superficie celular filamentosas, requeridas BP,BPa,BB 

para la colonización traqueal persistente, componentes de 

algunas vacunas acelulares. 

Protelna de superficie de 68-70 k Da, media la unión a BP,Bi>a,BB 

células eucarióticas in vitro, aumenta la inmunidad 

protectora. 

Proteína con dominio e-terminal de 30 kDa asociado a BP, BB 

membrana externa y un domino n-terminal de 73 kDa 

asociado a la superficie, confiere protección contra 

péptidos antimícrobianos. 

Proteína secretada de 60 kDa, tiene un papel en la BP 

colonización traqueal de modelo murino. 

Toxina A-B responsable de la linfocitosis, adyuvante BP 

fuerte y componente primario de vacunas. 

Toxina de la familia RTX calmodulina- activada, con BP,BPa,BB 

actividad dual de hemolisina y adenilato ciclasa; actúa 

como factor anti-inflamatorio y anti-fagocltico durante la 

infección. 

Permite la traslocación de protelnas efectoras BB,BP&ov 

directamente en las células de huésped, se requiere para 

la colonización traqueal persistente, inhibe la respuesta 

inmune, activa ERKI/2, causa muerte celular 

dependiente de casposa. 

Toxina termolábil secretada de 160 kDa, activa Rho e BP,BPa,BB 

induce necrosis in vilro. 

Tetrapeptido-disearido co-producto de la síntesis de BP,BPa,BB 

pepridoglicano, causa crecimiento mitocondrial, 

destrucción de uniones, dallo al cilio, y la producción de 

IL-layNO' 
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La introducción de las vacunas celulares completas (VCC) contra B. pertussis entre 
1940 y 1960 dio como resultado la disminución en morbilidad y mortalidad debidas a tosferina 2 

En la década de 1970s el interés por B. pertussis reapareció como consecuencia de los efectos 
colaterales causados por la vacunación con VCC; tales como las reacciones locales, fiebre y 
síntomas sistémicos, aunado a esto se observó una baja eficacia que estaba relacionada con la 
manera en que son producidas, las cepas usadas, las condiciones de cultivo y los procedimientos 
de inactivación por lo que las VCC fueron descontinuadas en algunos paises y sustituidas con 
vacunas acelulares (V A) las cuales contienen proteínas antigénicas como: Ptx, FHA, Pm y 
Fim2.J. I2. 

En países como Australia, Canadá, Estados Unidos y Paises Bajos la tos ferina es la 
enfermedad prevenible por vacunación con la mayor prevalencia. A pesar de las coberturas de 
vacunación >90"/o, se presentan epidemias cada tres a cinco anos13

. 

El aumento en la incidencia de tos ferina puede ser resultado de varias causas como: una 
mejor vigilancia, cambios en la definición de caso, nuevas técnicas diagnósticas, disminución en 
la cobertura de vacunación, cambios en los procedimientos de producción de las vacunas que 
afectan la eficacia asl como cambios en la inmunidad inducida por vacunación2

-6. 

También se ha propuesto que la re-emergencia de tos ferina obedece a la diseminación 
de cepas antigénicamente distintas a las cepas vacunales, teniendo como consecuencia que las 
vacunas no induzcan la inmunidad que sea capaz de proteger contra esos nuevos aislados•.s. 

La adaptación de B. pertussis es soportada por varias observaciones entre las que 
destaca la divergencia antigénica que ha ocurrido entre las cepas vacunales y los aislados 
clínicos respecto a las proteínas de superficies que confieren inmunidad protectora como Ptx, 
Pm y fimbrias, se ha establecido que esta variación afecta la eficacia vacunal en modelos de 
ratón. La adaptación puede involucrar además de la estructura de los factores de virulencia (por 
variación antigénica) la regulación de éstos 13

• 

La mayoría de las investigaciones dirigidas al estudio de esta hipótesis se han centrado 
en el análisis de los genes que codifican para pertactina (prn) y para toxina pertussis (ptx) las 
cuales son parte de casi todas las V A. T ainbién se ha investigado el poi imorfismo en el 
promotor del gen de la toxina pertussis, ptxP 13

•
14

• 
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Pertactina 

La proteína pertactina (Pm) es producida como un precursor de 910 aminoácidos, es 
procesada proteollticamente en sus extremos amino y carboxilo tenninales para producir P.69 y 
P.30 (Figura 1) las cuales están localizadas en la superficie y en la membrana externa de la 
célula respectivamente3

·". 

P.69 contiene el triplete de aminoácidos arginina-glicina-ácido aspártico (RGD), una 
secuencia motivo que funciona como sitio de unión celular en algunas de proteínas de 
mamíferos, también está involucrada en la adherencia a células del huésped 3

·". El análisis de 
prn se ha dirigido a dos regiones inmunodominantes que codifican las repeticiones GGxxP y 
PQP denominadas región 1 y región 2 respectivamente 3

·
6

. La estructura cristalina de Prn 
predice que tanto la secuencia RGD como los motivos GGxxP están expuestos en la superficie 
de la proteína mientras que la región 2 está localizada más hacia el extremo carboxilo terlninal 
15 

Los polimorfismos en la región 1 son generados probablemente por la inserción o 
eliminación de unidades repetidas de GGAVP y GGFGP (Figura 1), en tanto que en la región 2 
aparecen con menor frecuencia como consecuencia de la inserción de lS48/6

• Los 
polimorfismos en la región 1 poseen diferente número de repeticiones de GGA VP y GGFGP lo 
que ha permitido clasificar a las cepas en tipos (Cuadro 3). Las variantes prevalen tes son Prn 1, 
Prn2 y Prn3 (Cuadro 4)16

• La región 1 contiene un epítope reconocido por células B de humano 
y ratón, la variación en esta región afecta la unión al anticuerpo asl como la eficacia de la 
vacuna de células completas; sin embargo, la inmunización activa o pasiva indica que la región 
1 confiere inmunidad protectora 15

• 

En los Paises Bajos tipos no vacunales de SI y pertactina remplazaron gradualmente a 
los tipos vacunales hasta en 90% de las cepas aisladas en la década de 1990s. Estos resultados 
fueron consistentes con la hipótesis que la vacunación ha seleccionado cepas que son distintas 
antigénicamente de las cepas vacunales6

• 

-
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Figura l. Estructura del gen prn y localización de sitios polimórficos. 
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Cuadro 3. Polimorfismos de prn de B. pertussis 

Región 1 

pb 305 798 1010 1595 

u 102 266 337 532 

pb e e T 

u S (GGA VP)J (GGFGPj, S L 

pb e e T 

u S (GGA VP), (GGFGP)• S L 

pb e e T 

u S (GGA VP), (GGFGP)J S L 

pb e e T 

u S (GGA VP), (GGFGP), S L 

pb e e T 

u S (GGA VP) (GGFGP)J S L 

pb T T G 

u F (GGGVPXGGAVP),(GGFGP), F R 

pb e e G 

u S (GGA VP)J (GGFGP), S R. 
pb e e G 

•• S (GGA VP), (GGFGPj, S R 

pb e e T 

u S (GGA VP), (GGFGP), S L 

pb T T G 

u F (GGA VPXGGA VPh(GGFGP), F R 

pb e e T 

•• S (GGA VP)4 (GGFGP)l S L 

pb e e T 

u S (GGA VPh (GGFGPh S L 

pb e e T 

u S (GGA VP), (GGFGP)1 S L 

•Numerando secuencia de Pm 1 Modificado 

Toxina pertussis (PT) 

Reglón 2 

1746• 2258 

582 853 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

G 

GPQPPQPQPE R. 
A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

G 

GPQPPQPQPE R. 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

A 

GPQPPQPPQPE H 

La toxina pertussis está compuesta de cinco subunidades (S 1 a S5), las funciones tóxica 
y catalítica están localizadas en la subunidad SI la cual está formada por 235 aminoácidos, es 
excretada y puede encontrarse asociada a la membrana externa3

• Mooi y col. describieron cuatro 
tipos de SI (Figura 2; Cuadro 5), solo el tipo SIA ha sido encontrado en Italia mientras que eit 
Holanda se localizó el tipo SIB en baja frecuencia. S lB o SID son encontradas en vacunas 
celulares y acelulares 3

•
6

. 

-
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Cuadro 4. Variedades de Pm y PtxSI encontradas en diferentes paises 

Pertactlno PhSJ Reglón Fuente 

Pm 1; Pm2;Pm3 SIA,SIB,SID Paises Bajos 

Pmi,Pm2,Pm3,Pm5 SIA Italia 

Pml , Pm2,Pm3,Pm4 SIA,SIB,SID Finlandia 

Pmi ,Pm2,Pm3 SIA Reino Unido 17 

Pm I,Pm2,Pm3,Pm6 SIA,SIB,SIE Francia 

Pm J,Pm2,Pm3 SIA,SIB Polonia 16 

Pm I,Pm2,Pm3 SIA,SIB Japón 11 

Pml, Pm2 SIA,SIB, SID EU 19 

Pml, Pm2, Pm3, Pm9 S lA, S lB Canadá 20 

Pm2, Pm3 SIA,SIB, SID Rusia 21 

Pm I,Pm2,Pm3 SIA Alemania 

NO SI A, S lB Suecia 22 

Pml,Pm2,Pm3 SIA Australia 23 

Pri,Pm2,Pm6,Pm7 SIA,SIB,SID, SIE Argentina 24 

Pml ,Pm2;Pm3, Pmll SIA, SIB Serbia 2> 

Pmi ,Pm2,Pm7 SIA,SIB Paises Bajos 26 

ND: No determinado 

Ptx causa leucocitosis debido a que inhibe la salida de linfocitos, los altos niveles de 
linfocitosis están asociados con la mortalidad en infantes debido a hipertensión pulinoñar 27

• Las 
mutaciones del gen S 1 derivall en sustituciones de aminoácidos y se local izan en regiol\es 
identificadas como epftopes para células T. En Holanda los tipos S lB y SID circularon entre 
1949-1954 y su frecuencia disminuyó del 58% al 12% en 1990-1996. En el periodo 1978-1985 
se encontró el tipo SIA en 80% de los aislados, la frecuencia de este tipo se incremento al 88% 
de los aislados del periodo 1990-19963

. 
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Figura 2. Estructura del gen ptxS 1 y su región promotora (ptxP) y localización de sitios 

poi imórficos. 
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Cuadro 5. Polimorfismos de ptxS1 de B. pertussis 

pb 204 S86 684 694 696 

aa 68 196 228 232 232 

ptxSIA pb e T A A A 

aa o S 

ptxSJB pb e T G A A 

aa o S M 1 1 

ptxSID pb A T G G G 

aa E S M V V 

ptxSJE pb A e G A G 

aa E p M M M 

Modificado Fiett 2003 

Promotor de Ptx (ptxP) 

La sfntesis y exportación de Ptx requiere 14 genes los cuales son co-transcritos con 
ptxP. ptxP comprende una región de aproximadamente 170 pb rfo arriba del gen de la subunidad 
A (ptxA) y contiene el sitio de unión de la RNA polimerasa y seis sitios de unión para el dftnero 
BvgA. BvgA es un regulador global de genes de virulencia de B. pertussis la unión cooperativa 
de BgvA a ptxP es requerido para la transcripción eficiente de ptx. El polimorfismo se encontró 
en la región implicada en la unión de la RNA polimerasa y BvgA. Se reconocen 14 aletos de 
ptxP (Figura 2) 13

•
14

• En un trabajo realizado en cepas de África, Asia, Europa, Norte América 
(Estados Unidos) y Sur América (Argentina), se analizaron aislados obtenidos en dos periodos 
1935-1990 y 1990-2004 dos aletos fueron predominantes ptxP1 y ptxP3, el resto de los aletos 
fueron escasos. Las cepas con ptxP 1 predominaron en el primer periodo y fueron encontrados 
con menor frecuencia durante el segundo, 88% y 47% respectivamente. Una tendencia inversa 
fue observada para ptxP3, 3% y 52%. En el primer periodo las cepas ptxP3 fueron detectadas 
solamente en Paises Bajos y Estados Unidos, las frecuencias fueron 3 y 13% respectivamente 13

• 

Comparando la incidencia de hospitalizaciones, muertes y letalidad se dedujo que las 
cepas que poseen ptxP3 son más virulentas para los humanos. Se ha propuesto la hipótesis que 
el alelo ptxP3 favorece la unión de BvgA más que ptxP1 ya que las cepas que poseen el alelo 
ptxP3 producen 1.62 veces más Ptx (Figura 2) 3

• 

La evidencia seftala que la vacunación ha seleccionado al alelo ptxP3 ya que no se encontró en 
cepas aisladas antes de la vacunación7

, aunque ptxP3 se presentó en frecuencias altas en 
poblaciones vacunadas en 1990s, no se detectó en cepas aisladas de Senegal, donde la 
vacunación se introdujo en 1987. Mooi y col. Proponen que el evento crucial que catnbio el 
balance competitivo entre ptxP 1 y ptxP3 fue la eliminación de la vacunación para inmunizar a 
menores, como la fuente principal de transmisión, seleccionando a cepas que son transmitidas 
más eficientemente por huéspedes primarios 14

• 

-
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Tipificación de cepas 

Se han utilizado un gran número de técnicas para abordar la tipificación de cepas de B. 
pertussis como la serotipificación con anticuerpos monoclonales, análisis PFGE (Pu/se-Field 
Gel e/ectrophoresis); RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) de secuencias de 
inserción 23

; MLEE (Mu/tilocus Enzyme E/ectrophoresis) asi como la secuenciación de ptxS 1 y 
prn; s MAST (multiple antigen sequence typing) ; MLST (Multi/ocus Sequence Typing) de genes 
que codifican para ~roteinas de superficie o genes constitutivos 12

; VNTR (Variable Number o[ 
Tandem Repeats) ; pirosecuenciación y RT -PCR analizando las curvas de disociación2 

• 

Utilizando estas técnicas se ha observado la separación de los aislados antes y después de la 
introducción de la vacunas. 

Algunos estudios demuestran que no existen diferencias entre los aislados de pacientes 
vacunados y no vacunados; sin embargo, el número de cepas estudiadas ha sido inuy pequeno 
para tener una conclusión significativa Lo que si es evidente es que las cepas aisladas de los 
pacientes y de sus madres son idénticas, también se observó que la transmisión se realiza entte 
los miembros de la familia, por otro lado no se ha encontrado relación entre los aislados con la 
edad o· estacións. 

Algunos trabajos indican que el resurgimiento de tosferina se relaciona a un cambio en 
la epidemiología, la transmisión padres a hijos fue obsetvada más que la transmisión niftos­
niftos. Este cambio no se debió a la cobertura de vacunación sino como una disminución de la 
inmunidad inducida por la vacuna, como consecuencia algunos paises han modificado la 
estrategia de vacunación, introduciendo un refuerzo para ni nos de 11-13 anos de edad s. 

En la actualidad, la polltica de vacunación contra tos ferina en México, consiste en 
aplicar una vacuna pentavalente con fracción celular de pertussis a los 2, 4 y 6 meses de edad, 
con revacunación a los 2 y 4 anos; por lo que después de los 10 anos, la inmunidad empieza a 
disminuir9

. En México es una enfermedad de notificación obligatoria de acuerdo a los inforines 
del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control de Enfermedades (CENA VEC) se 
registraron 423, 203 y 252 casos de tos ferina en 2009, 201 O y 2011 , respectivamente, lo que 
indica que a pesar de la amplia cobertura de vacunación (> 90%) continua siendo un problema 
de salud pública 

-



Dot .. ci6n do polimorf"11mos.., pm, piiSI y piiP on aislamiontos do Bordflflla portunis 
obtenidos dt parientes menores de un a6o con diap6ttiro confirmado dt tos ferinL 

3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
¿Los aislamientos detectados de Bordetel/a pertussis causantes de tosferina presentan 

polimorfismos en los genes prn, ptxSJ y ptxP diferentes a los de la cepa vacuna!? 

4. JUSTIFICACIÓN 
La tos ferina es una enfermedad reemergente pese a que es prevenible por vacunación. 

En nuestro pals las cifras oficiales seflalan que se cuenta con una cobertura >900/o; sin embargo, 
en los últimos anos se ha detectado un aumento en el número de casos de tosferina La 
reemergencia de esta enfermedad puede ser explicada por la diseminación de cepas 
antigénicamente distintas a las cepas vacunales o a la aparición de cepas más virulentas debido a 
mutaciones en la secuencia reguladora del principal factor de virulencia: toxina pertusis. 

En nuestro país no existe ninguna investigación que brinde información sobre la 
variabilidad de los aislamientos circulantes por lo que la detección de polimorfismos en los dos 
antigenos principales utilizados en las vacunas acelulares: pertactina y toxina pertussis y el 
análisis de su secuencia reguladora permitirá establecer si los aislamientos analizados son 
diferentes a la cepa vacunal . 

5. OBJETIVOS 
Objetivo general 

Identificar los polimorfismos de los genes prn, ptxSJ y ptxP en aislamientos de 
Bordetella pertussis obtenidos de pacientes menores de un ano con diagnóstico confirmado de 
tos ferina 

Objetivos particulares 
• Describir la prevalencia de polimorfismos en los genes prn, ptxSJ y ptxP en los 

aislamientos analizados. 
• Establecer el patrón de polimorfismos en los genes analizados de los aislamientos. 
• Identificar las diferencias entre los genes prn, ptxSI y ptxP de los aislamientos y los de 

la cepa vacunal. 
• Analizar la relación entre los polimorfismos en prn, ptxSI y ptxP con la presentación 

cllnica. 

6. HIPÓTESIS 
Las secuencias de los genes prn, ptsSJ y ptxP de los aislados de B. pertussis obtenidos de 

pacientes pediátricos con tos ferina son diferentes a los de la cepa vacunal. 

7. CLASIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 
Es un estudio observacional, descriptivo y transversal. 

8. MATERIAL Y MÉTODOS 
8.1 Loglstica general 

El presente estudio deriva de uno previo titulado "Detección de Bordetel/a pertussis a 
través de la reacción de polimerasa en cadena en tiempo real en niflos con diagnóstico de tos 
ferina y en sus contactos" con número de protocolo 103/201 O, registrado y aprobado en el 
Instituto Nacional de Pediatrfa, que se realiza en el Laboratorio de Virología. Los centros 
participantes en este proyecto son: Centro Médico Nacional La Raza del IMSS y el Hospital 
General Gea González. 

Para el desarrollo del estudio mencionado se seleccionaron los casos sospechosos de tos 
ferina a través del diagnóstico clfnico-epidemiológico y siguiendo las definiciones operacionales 
que dicta la SSA, durante el periodo comprendido entre mayo 2010 y noviembre 2012. Los 
datos fueron colectados al ingresar el paciente al protocolo. 

-
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Para confirmar el diagnóstico de tosferina se realiza la detección de B. pertussis a 
través de la amplificación de dos blancos genéticos: la secuencia de inserción /S481 y ptxSI 
utilizando la técnica de PCR en tiempo real. A la fecha se cuenta con un banco de DNA de 61 
muestras confirmadas con B. pertussis. Siguiendo esta estrategia se completará el tamai'lo de 
muestra propuesto en este estudio (N=97). 

El DNA de B. pertussis obtenido de las muestras será utilizado para realizar el análisis 
de polimorfismos. Los aislamientos que hayan sido conservados y cumplan con los criterios de 
inclusión se cultivarán en medio de Regan-Lowe para verificar su pureza. Se seleccionarán los 
casos de tos ferina confirmada que cumplan con los criterios de inclusión. Posteriormente se 
amplificarán a través de PCR los genes prn, ptxS y ptxP, los amplicones se purificarán y 
secuenciarán. Las secuencias obtenidas serán comparadas con las secuencias reportadas en la 
bibliografia internacional y se establecerá si poseen cambios respecto a la cepa vacuna!, 
posteriormente se evaluará mediante herramientas bioinformáticas si los cambios encontrados 
tienen impacto en los epítopes involucrados en la inmunidad inducida por la vacuna (Figura 3). 
Finalmente se analizará la relación entre la presentación clínica y los resultados obtenidos . 

.... ··----
r.anco de fl~A 

- .... ·-··-~·-·· . 

·~ 

-- ------~-- ~ 

Figura 3. Flujograma de trabajo. 
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8.2 Población objetivo 
DNA de aislamientos de B. pertussis obtenidos de ninos menores de un ano de edad con 

diagnóstico confirmado de tos ferina a través de la amplificación de lS481 y ptxSI por PCR en 
tiempo real . 

8.3 Criterios de inclusión 
DNA de aislamientos de B. pertussis identificadas a través de cultivo positivo y/o 

detección de DNA utilizando los blancos genéticos lS481 y ptxSI . 

8.4 Criterios de exclusión 
Muestras analizadas por PCR en tiempo real con ciclo umbral (Ct) para lS48/ y ptxSI 

>40oND. 
Imposibilidad para realizar extracción o tipificación. 

8.5 Desarrollo metodológico 
a) Material biológico 

Cepa de referencia de B. pertussis ATCC 1823. 

B. pertussis detectada en hisopados nasofarfngeos de pacientes pediátricos menores de 
un ano con diagnóstico confirmado de tos ferina, ya sea por cultivo en medio Regan-Lowe o 
bien a través de la amplificación de los blancos genéticos lS48/ y ptxSJ por PCR en tiempo 
real. 

b) Diagnóstico de B. pertussis a través de PCR en tiempo real 
Se tomarán 200 J.d de cada una de las muestras. Se incubarán con 2 mi PBS de 2- 3 h a 

temperatura ambiente (15-25°C), posteriormente se obtendrá el sedimento por centrifugación 
(JO mina 5,000 x g) y se resuspenderá en 200 J.d de PBS. El DNA de las muestras se extraerá 
utilizando el kit QIAampDNA (QIAGEN) siguiendo las instrucciones de fabricante . La elución 
del DNA se hará en 100 ¡.d de agua y será conservado a -20°C hasta su uso. La identificación y 
diferenciación de Bordetel/a spp. se realizará mediante PCR en tiempo real usando IS481 y 
ptxSI como blancos30

• Los iniciadores y sondas que se utilizarán en el estudio se muestran en 
cuadro 6. Las sondas serán marcadas en el extremo 5'con 6-carboxilfluoresceina (FAM) y en el 
extremo 3 ·con T AMRA. 

La PCR en tiempo real se realizará en un termociclador AB7500fast (Applied 
Biosystems). El volumen final de la mezcla de reacción será de 25 Jd y estará constituida por 4 
Jll del extracto de DNA y 21 Jll TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). El 
protocolo de reacción será de la siguiente manera: 10 min a 95° para la activación de la enzima, 
seguida de 45 ciclos de 15 S a 95 o e, 1 mina 60 o e para lS48/ y paraptxS/ la temperatura de 
alineamiento será de 57°C. 

-
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Cuadro 6. Iniciadores y sondas utilizados para la detección30 

Blanco Iniciador/sonda Secuencia Producto (bp) 

/S481 8S2UI8 CAAGGCCGAACGCTTCAT 66 

894L24 GAGTTCTGGTAGGTGTGAGCGTAA 

871U22P CAGTCGGCCTTGCGTGAGTGGG 

ptxSJ 402UI6 CGCCAGCTCGTACTTC SS 

442LIS GATACGGCCGGCATT 

419U22P AATACGTCGACACTTATGGCGA 

ma.saP Iniciador directo AGATTTGGACCTGCGAGCG 6S 

Iniciador reverso GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 

Sonda TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG 

Sondas en negritas 

En todas las muestras se amplificará el gen de rnasaP para monitorear la calidad de 
DNA y verificar que no existan inhibidores de la PCR. Las muestras serán analizadas por 
triplicado. Por cada ensayo se incluirá un control positivo (B. pertussis ATCC 1823) y uno 
negativo. El promedio de los valores de los Ct de las tres PCR será calculado para obtener un 
valor final. Una muestra será considerada positiva cuando sea al menos positiva para dos de las 
tres pruebas con un Ct<40 30

• 

Para la interpretación de la PCR se utilizará el algoritmo que se muestra en cuadro 7. 
Una muestra será considerada positiva para DNA de B. pertussis por PCR, si es positiva 
(cualquier valor de Ct <40) para los blancos IS481 y ptxSJ. Si una muestra es positiva para 
ptxSJ y negativa para IS481 , será considerada positiva para DNA B. parapertussis. Si una 
muestra es positiva para IS481 con un Ct<35 y negativo para ptxSJ se considerará que posee 
DNA de Bordetella spp. Si una muestra tiene un CQ: 35 para lS481 y es negativo paraptxSJ se 
considerará como indeterminado. 

Cuadro 7. Algoritmo para la interpretación de los resultados 

15481+ 1548/+ IS481· 
(Ct<3S) (3S<Ct<40) 

ptxSI + (Ct<40) B. perhlssis' B. perhlssis' B. parapertussis' 

ptxS· Bordetella spp. • Indeterminado 

• Elalp:»ritmo rD esU dilcllildo para diferenciar B. prrhtssis o B. ptrafWrhUsls de B. b1'0#1driRplioo. 
"Poli» k meNe 1e tn1e de B. JMrfllSsls o B. hoi!Msil. 

-

Negativo 
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e) Determinación de genotipos de prn, ptxSJ y ptxP 
La extracción y purificación DNA que se obtendrán de las cepas de B.pertussis, se 

realizará utilizando columnas con silica gel. A partir de un cultivo en medio Regan-Lowe se 
tomarán 4-5 colonias y se resuspenderán en el amortiguador de lisis, se obtendrá el sedimento 
por centrifugación (lO mina 5,000 x g). Se procederá a seguir los pasos de extracción según el 
protocolo comercial QJAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Se obtendrá un volumen final de 50 
¡tL de el u ido. Los elufdos se mantendrán a -70°C, hasta su uso. 

La reacción será realizada en un termociclador ABI-9700. El volumen final de la mezcla 
de reacción será de 25 ¡ti y estará constituida 300 nM de cada iniciador (Cuadro 8), 20 ng de 
DNA y la mezcla de reacción. La amplificación incluirá un ciclo inicial de desnaturalización 
94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos 94°C por 30s, 55°C 30s, 72°C 30s y 72°C 15 inin. Los 
productos amplificados serán visualizados en un gel de agarosa al 1.5% y tenidos con 
biotiumMR. Los iniciadores utilizados para la amplificación se muestran en el cuadro 6. 

La purificación de los productos de PCR se realizará con el sistema comercial QJAquick 
PCR Purification® (Qiagen). Posteriormente las secuencias se obtendrán mediante un método 
automatizado en un secuenciador ABI Prism 31 O. 

Cuadro 8. Iniciadores para PCR 
Gen Iniciador Secuencia Tamafto Referencias 

pm AF GCCAATGTCACGGTCCAA S74pb 
AR GCAAGGTGATCGACAGGG 

ptxSI SIF TAGGCACCATCAAAACGCAG 877 pb 

SIR TCAATTACCGGAGTTGGGCG 
ptxP ptxPF AATCGTCCTGCTCAACCGCC SS4pb 1) 

ptxPR GGTATACGGTGGCGGGAGGA 

e) AnaUisis bioinformaitico 
Obtenidas las secuencias se realizarán alineamientos locales utilizando el programa 

BLAST una vez que se determine que la secuencia corresponde al gen amplificado, se 
realizarán alineamientos múltiples de las secuencias reportadas en la base de datos GenBank. 
con los programa Clustal X31

, MUSCLE32 y T -COFEE. Se construirán arboles filogenéticos con 
programa MEGA 5.1 33

• Establecidos los polimorfismos se construirán cinco modelos por 
homología por cada polimorfismo encontrado a través del programa Modeller v4.0. La calidad 
estereoqufmica de estos se evaluará con el programa Procheck v3.5.434.Cada uno de los modelos 
validados será comparado con la estructura tridimensional de las proteínas de la cepa vacuna! 
reportadas en la base de datos PDB, utilizando dos matrices de alineamiento de distancias: 
DaliLite (Jlistance d]jgment Matrix) 35 y SSM <S,ecundary S.tructure Matching) 36 disponibles en 
la página del Instituto Europeo de Bioinformática (EBI E.uropean J1ioinformatics [nstitute) .Los 
determinantes antigénicos de los modelos se analizarán por el método de Kolaskar & 
Tongaonkar 37

• 

8.6 Ubicación de estudio 
En el Laboratorio de Detección Molecular de Patógenos y Virologfa en Investigación se 

realizarán las pruebas para detección de B. pertussis a través de la amplificación de dos blancos 
genéticos, IS481 y las respectivas PCR en punto final para la amplificación de los genes prn, 
ptxS y ptxP. La secuenciación de los amplicones obtenidos para la identificación específica de 
los polimorfismos se realizará en el Instituto de Fisiología de la UNAM. 
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8.7 Tamallo de la muestra 
Se analizarán 97 DNA de muestras obtenidas de pacientes menores de 1 ilflo con 

diagnóstico confirmado de tosferina Se determinó el tamallo de muestra necesario por el uso de 
la siguiente fórmula: 

Donde: 
Z,-o~/: Valor de Z para la probabilidad de error tipo 1 escogido de dos colas. 
7t: Probabilidad que corresponde a la prevalencia 
li: Precisión de la estimación. 

En el presente estudio se establece la estimación con el intervalo de confianza de 95%, 
por lo tanto, Z1-o~/ será 1.96. Como las prevalencias del polimorfismo de prn, ptxSJ y ptxP sotl 
desconocidas, se utiliza 0.5 para 1t, el cual es el valor que genera la varianza mayor para el 
cálculo más conservador. Para li utilizamos el valor de 0.1 para realizar una estimación del 
parámetro poblacional con la precisión de ±10%. Por ende: 

1.962 • 0.5(1- 0.5) 
n = -----=o-:.1:-::2--....:.. 

n = 96.04 = 97 

Con base en este cálculo, se analizarán 97 DNAs de muestras obtenidas de pacientes 
menores de 1 afio con diagnóstico confirmado de tosferina 

-
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8.8 Variables del estudio 

Nombre de la variable 

Numero de caso 

Edad del paciente 

Fecha de aislamiento 

Centro hospitalario 

Síntomas 

Leucocitosis 

Linfocitosis 

Media Ct IS481 

Media CtptxSJ 

Tipopm 

TipoptxS/ 

TipoptxP 

lndice de antigenicidad de 

prn 

fndice de antigenicidad de 

prn 

-

Definición operacional 

Clave alfa-numérica consecutiva para identificar el 

aislamiento. registrada en bitácora de Laboratorio de 

Diagnóstico Molecular de Patógenos y Virología del INP 

Edad del paciente, en base a la fecha de nacimiento, 
registrada en el expediente clinico. 

Fecha en el que se realiza la toma del muestra 

Lugar donde se realizó el aislamiento 

Datos de la presentación clínica de la los ferina 

registrados en la hoja de recolección de datos. 

Presencia de > 10,000 leucocitos/mm . Registrado en la 

hoja de recolección de datos. 

Presencia de más del 30% de linfocitos registrado en la 

hoja de recolección de datos. 

Ciclo de la PCR en el que la fluorescencia es significativa 

respecto a la cantidad basal 

Ciclo de la PCR en el que la fluorescencia es significativa 

respecto a la cantidad basal 

Secuencia nucleotidica similar a la reponada en la base de 

datos GenBank 

Secuencia nucleotidica similar a la reponada en la base de 

datos GenBank 

Secuencia nucleotídica similar a la reponada en la base de 

datos GenBank 

Valor asignado al modelo de la proteína derivada del 

polimorfismo utilizando el algoritmo de Kolascar y 

Tongaonkar 

Valor asignado al modelo de la proteína derivada del 

polimorfismo util izando el algoritmo de Kolascar y 

Tongaonkar 

Unidad de 
Tipo de variable 

medición/c•tegoriu 

Cualitativa ordinal 001 ,002,003 

Cuantitativa discreta Meses 

Cuantitativa discreta dd-mm-aaaa 

Cualitativa nominal INP, HGMGG, CMLR,' 

Cualitativa nominal 

Cualitativa nominal 

Cualitativa nominal 

Cuantitativa discreta 

Cuantitativa discreta 

Cualitativa ordinal 

Cualitativa ordinal 

Cualitativa ordinal 

Cuantitativa continua 

Cuantitativa continua 

Fiebre (F) 

Rinorrerea (R) 

Tos paroxistica (T) 

Estridor(E) 

Vómilo (V) 

Apnea (A) 

Cianosis (C) 

Presencia/Ausencia 

Presencial Ausencia 

1 a40 

1 a 40 

pml-pml3 

ptxSJA, ptxSIB, 

ptxS ID 

1,2,3,4, etc. 

1.1 , 1.2, 1.3, etc. 

1.1,1.2,1.3, etc. 

ptxSIC, 
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8.9 Hoja de recolección de información 

Numero de caso 

Vacunas 
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8.10 Análisis estadístico 
Se estimará la prevalencia de los polimorfismos prn, ptxSJ y ptxP con el intervalo de 

confianza de 95%. La asociación de cada uno de los tres polimorfismos, así como su conjunto, 
con la presentación cllnica será evaluada por medio de la prueba de ji2

• La significancia 
estadística se reconoce al nivel de p<O.OS. Todos los análisis estadísticos se realizarán por el uso 
del paquete estadístico JMP9 de SAS lnstitute, lnc. 

8.11 Consideraciones éticas 
Debido a que se trabajarán y se analizarán aislamientos o DNA bacterianos, el presente 

estudio no incluye la investigación en seres humanos. El estudio no involucrará ningún 
procedimiento que altere el manejo y el pronóstico del paciente. 

Las muestras de DNA y aislamientos son derivadas del estudio previo titulado 
"Detección de Bordetella pertussis a través de la reacción de polimerasa en cadena en tiempo 
real en niilos con diagnóstico de tos ferina y en sus contacto" con número de protocolo 
103/2010, registrado y aprobado en el Instituto Nacional de Pediatría, donde se describe que las 
muestras se obtuvieron bajo el consentimiento informado de los padres y en respeto a las leyes y 
normas vigentes establecidas en la Ley General de Salud y el Reglamento de la L.G.S. eñ 
Materia de Investigación así como acatando los estándares bioéticos internacionales. El comité 
de Ética del Instituto Nacional de Pediatría fúo los requerimientos necesarios para la realización 
de este protocolo. 

Los residuos biológicos así como los reactivos utilizados en este estudio se manejaran 
de acuerdo a los procedimientos de sustancias peligrosas y de residuos peligrosos biológico 
infecciosos descritos en el Programa de Seguridad de Materiales Peligrosos del Instituto 
Nacional de Pediatría38

. 

-
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9. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 
El estudio está programado para realizarse en dos al\os a partir de la aprobación del mismo y 
obtención de recursos para su desarroll o. 
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10. FACTIBILIDAD 
El presente estudio deriva de un estudio previo titulado "Detección de Bordetella 

pertussis a través de la reacción de polimerasa en cadena en tiempo real en nillos con 
diagnóstico de tosferina y en sus contactos" con número de protocolo 1 03/20 1 O, registrado y 
aprobado en el Instituto Nacional de Pediatrfa, que se realiza en el Laboratorio de Diagtlóstico 
Molecular de Patógenos y Virologla. El DNA de 8. pertussis obtenido de las muestras sen\ 
utilizado para realizar el análisis de polimorfismos, a la fecha se cuenta con un banco de DNA 
de 61 muestras confirmadas con 8 . pertussis a través de la amplificación de dos blancos 
genéticos (PCR en tiempo real) obtenidos de pacientes atendidos en el fNP, otros centros 
hospitalarios del Distrito Federal y de otros estados de la región central del pals. 

El equipo de trabajo cuenta con el recurso humano que tiene amplia experiencia en el 
área infectologla cllnica que sen\ el encargado de realizar el diagnóstico cllnico y tomar las 
muestras para análisis. El Laboratorio de Virologla tiene los recursos humanos con experiencia 
para desarrollar las técnicas de biologla molecular y el análisis de las secuencias obtenidas. La 
interpretación epidemiológica y relación cllnica con los polimorfismos detectados se evaluarán 
por la Jefa del Departamento de Epidemiologla y un asesor del departamento de la Metodologla 
de la Investigación hará el análisis estadlstico. 

Adicionalmente se cuenta con financiamiento (ver presupuesto) por la compaftla 
farmacéutica SANOFI-PASTEUR S.A. de C.V. para poder realizar el diagnóstico de B. 
pertussis a través de PCR en tiempo real en muestras de hisopados nasofarlngeos de Jos 
pacientes atendidos en los centros hospitalarios mencionados anteriormente. Esta compaftla nos 
apoyo con la compra de un termociclador de PCR en tiempo real cuyo costo fue de $1 ,000,000 
y con un gasto de inversión de aproximadamente $500,000. Lo que nos ha permitido analizar 
aproximadamente 400 muestras de niftos con diagnóstico de tos ferina y sus contactos. 

Lo anterior permite que el proyecto sea factible y que se concluya en tiempo y forma, 
alcanzando los objetivos y obteniendo los productos propuestos. 

11. PRODUCTOS A OBTENER 
• Información de los polimorfismos de B. pertussis en México y su posible asociación 

con la re-emergencia de tosferina. 
• Adaptación de tecnologla diagnóstica y de tipificación de B. pertussis. 
• Titulación de un alumno de la especialidad en pediatrla medica deliNP. 
• Difusión de resultados en congreso internacional. 
• Publicación de un articulo donde se informe de los polimorfismos encontrados, los 

datos cllnicos y epidemiológicos. 

12. ACTIVIDADES DE LOS INVESTIGADORES 
Dra. Alejandra Aquino Andrade. 

Investigador responsable/coordinador. Recepción, almacenamiento y registros de 
muestras cllnicas en el laboratorio de Detección Molecular de Patógenos y Virologla 
Estandarización de técnicas de amplificación de prn, ptxSI y ptxP. Adaptación de tecnologla 
diagnóstica y tipificación de Bordetella pertussis. Análisis de secuencias génicas utilizando 
herramientas bioinformáticas y modelación de protelnas. Resguardo y solicitud de material y 
equipo. Supervisora de control de calidad. 

Dr. Agustfn de Colsa Ranero. 
Investigador asociado. Evaluación cllnica y seguimiento de pacientes con diagnóstico 

de slndrome coqueluchoide y/o tosferina Coordinación de la recolección de muestras del 
interior de la República Obtención y resguardo de consentimiento informado/asentamiento 
informado. Obtención de datos cllnicos. Responsable del registro y organización de la 
información cllnica. 

-
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Q.B.P. Gabriel Martinez Leyva. 
Investigador asociado. Extracción de DNA de las muestras de hisopados nasofaríngeos 

Detección de B. pertussis mediante amplificación de IS481 y pxtPSJ a través de PCR en tiempo 
real. Amplificación de de prn, ptxSJ y ptxP. 

M. en C. Chiharu Murata. 
Investigador asociado. Realizará diset'lo del estudio, bases de datos, cálculo de numero 

de muestra y análisis de datos. 

Dra. Wendy Dolores Dominguez. 
Investigador asociado. Análisis e interpretación de datos epidemiológicos. 

Dr. Ovidio Landa Reye . 
Tesista. Realizará tesis para obtener el grado de especialidad en Pediatría Médica. 
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12. PRESUPUESTO 

Rubro 

INP 

200,000 

N/ A 

PRESUPUESTO PRIMER AÑO 

Otra 
institución 

participante 

NIA 

N/ A 

Monto en pesos mexicanos 

PASTEUR 
S.A. de C.V. 

150,000' 

N/ A 

Total 

350,000 

N/ A 

Justificación 

N/ A 

Secuenciación de las dos cadenas de los 
tres genes que se evaluarán en las 97 

80,000 N/ A N/ A 80,000 muestras incluidas en el estudio. Las 
al Instituto 

*Rocunos Ol"''!"dos por SANOFI ·PASTEUR. S.A. de C. V. ~ concluir el proyecto "Detección ~e Borrle1ella per111ssis a 1111vés 
de la reacción de polimerasa en c:adena en tiempo reel en nillos con diagnóstico de tos ferina y en sus contacto" con nUmero de 
registro 103/201 O, del cual derivan las muestras de DNA que se analizarán en este proyecto. 

-
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Rubro 

INP 

200,000 

10,000 

80,000 

PRESUPUESTO SEGUNDO AÑO 

Monto en pesos mexicanos 

Externo 

N/ A N/A 

N/ A NIA 

N/ A N/ A 

Total 

200,000 

10,000 

Justifiu<ión 

N/ A 

Síntesis de iniciadores, reactivos para 
amplificación por PCR de tres genes de 
97 muestras, anilisis electroforético y 
purificación de 291 productos de PCR. 
Consumibles realizar 
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RESULTADOS PRELIMINARES 

l. Reacción de Polimerasa en Cadena. 
Se realizó la estandarización de la PCR en punto final para la detección del gen ptxS l . 

Se utilizó la cepa de B. pertussis ATCC BAA-589 (Tohama 1) como control positivo. 
Se utilizó la mezcla de reacción AmpliTaqGold 360 (AB) en un volumen fmal de 50 ¡1L. Los 
iniciadores utilizados fueron : 

fNICIADOR SECUENCIA 

Directo 5'CCCTCGA TTCTTCCTT ACATCC-3 ' 

Reverso 5' -CGCGATGCTTTCGT AGTACA-3 ' 

Ambos iniciadores fueron utilizados a una concentración de 0.6 pmol y 20 ng DNA. 

La PCR se realizó en una termocicladora ABI-9700-Fast (Applied Biosystems). Se 
establecieron las condiciones óptimas en el termociclador para la detección de dicho gen: 

• Un ciclo inicial de 95° durante 2 minutos 
• 40 ciclos subsecuentes conformados a 95°C por 1 Ss, 52°C por 30s, 72°C por 60 s y utl 

ciclo de polimerización final a 7rC por 7 minutos. 

2. Detección de productos de PCR. 
El fragmento esperado fue de 984 pb, utilizando un marcador de peso molecular de 

1000 pb. La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1%, con amortiguador TE IX, 100 
V durante 30 mio (Figura 1). 
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1 2 3 4 

1000 pb 

900pb 

500 pb 

S 

Figura l. Electroferograma de amplificación de ptxSI . Fragmento esperado 984 pb. Carril 1: 
Marcador de talla molecular 1000 pb ; carril 2: caso 259; carril 3: caso 260; carril 4: control 
positivo B. pertussis ATCC BAA-589. 

En esta primera fase, se analizaron un total de 55 muestras obtenidas de pacientes con 
diagnostico confi rmado de tos fe rina durante el periodo comprendido entre mayo 20 11 y agosto 
20 12. El 5.45% de las muestras fueron de pacientes de estados de l interior de la República 
(Coahuila, Tlaxcala y Guadalajara) y el 94 .55% tomadas de pacientes del Distrito Federal. En 
todas las muestras se obtuvo el fragmento esperado y estos fueron secuenciados en ambos 
sentidos. Al realizar los alineamientos se localizó una transversión de A204C, y una trans ición 
de G684A, impactando a la secuencia aminoacídica E68D y M2281, respectivamente. Estos 
cambios permitieron clasificarlas en la variante ptxS 1 A. 

1 
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