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1. RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes. En plena era postvacunal, ia tosferina sigue un problema de salud puabtica.
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 en paises en vias de desarrollo, sobre
todo lactantes menores de seis meses de edad'. En México es una enfermedad de notificacion
obligatoria. De acuerdo a los informes del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica 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 vacunacion (> 90%),
continua siendo un problema de salud piblica. El aumento en la incidencia de tosferina puede
ser resultado de varias causas como: una mejor vigilancia, cambios en la definicién de caso,
nuevas técnicas diagnosticas, disminucién en la cobertura de vacunacién, cambios en los
procedimientos de produccion de las vacunas que afectan la eficacia, asi como cambios en la
inmunidad inducida por vacunacién’®, También se ha propuesto que la reemergencia de
tosferina obedece a la diseminacion de cepas antigénicamente distintas a las vacunales, teniendo
como consecuencia que las vacunas no inducen la inmunidad protectora o la aparicién de cepas
m4s virulentas debida a cambios en las secuencias reguladoras del principal factor de virulencia:
toxina pertussis**’. En México para la vacunacién masiva de la poblacion infantil contra la
tosferina se utiliza una vacuna acelular cuyos componentes antigénicos son la pertactina
codificada por el gen prn y la toxina pertussis (ptxS/) regulada por ptxP, estos antigenos
permiten montar respuesta humoral protectora.

Justificacién. En nuestro pais no existe ninguna investigacion que brinde informacion
sobre la variabilidad de las cepas de B. pertussis por lo que la deteccion de polimorfismos en los
genes prn, pixS! y su secuencia reguladora permitiré establecer si los aislamientos analizados
son diferentes a la cepa vacunal.

Objetivo general. Identificar los polimorfismos de los genes pra, ptxS! y ptxP en aislados
de B. pertussis obtenidos de pacientes menores de un afio con diagndstico confirmado de
tosferina durante el periodo mayo 201 1-noviembre 2012,

Tipo de estudio. Observacional, descriptivo y transversal.

Métodos. Se analizardn 97 muestras de pacientes pedidtricos con diagnostico confirmado
de tos ferina a través de la amplificacion de dos blancos genéticos (75481 y pixS1) por PCR en
tiempo real. Actualmente se cuenta con un banco de 61 muestras de pacientes que fueron
atendidos durante mayo 2011-Febrero 2012 en el Instituto Nacional de Pediatria, otros centros
hospitalarios colaboradores como: Centro Médico Nacional La Raza del IMSS y Hospital
General Gea Gonzélez. Se colectardn muestras hasta alcanzar el nimero propuesto en este
estudio (n=97). Para identificar los polimorfismos se amplificaran por PCR los genes prn, ptxS|1
y la secuencia promotora ptxP. Los amplicones se purificardn y secuenciarén. Para establecer el
tipo de polimorfismos, las secuencias se comparardn usando alineamientos multiples y 4rboles
filogenéticos. Se detectarén lo cambios respecto a la cepa vacunal y se describird la prevalencia
de variantes. Se construirdn modelos tridimensionales de cada uno de los polimorfismos
encontrados y se analizard su antigenicidad utilizando herramientas bioinformaticas. Finalmente
se analizard la informaci6n para relacionar los datos obtenidos con la presentacion clinica.
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2. INTRODUCCION

Generalidades de B. pertussis

En plena era posvacunal, la tosferina sigue siendo un problema endémico mundial. En
la dltima década ha resurgido como un problema de salud publica. En el mundo se registran
cada afto de 20 a 50 millones de casos que cobran la vida de 200,000 - 400,000 nifios. El 90%
de estas 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 Gram negativo
aerobio, pleomérfico y no mévil. También existen otras ocho especies en el género Bordetella:
B. para;;ertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. holmesii, B. hinzii, B. trematum, B. petrii, y B.
ansorpii-.

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. parapertusisyy Y B. parapertussisoy. B. bronchiseptica y B. hinzii son patégenos
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 patégeno exclusivo de las aves, B. ansorpii es la
especie més reciente solo s han reportado dos casos en la literatura (Cuadro 1)°.

Este microorganismo expresa un gran numero de factores de virulencia con funciones
inmunomoduladoras'. Estos incluyen varias toxinas como la citotoxina traqueal, la toxina
pertussis (PT) y la hemolisina adenilato-ciclasa (ACT) que dafian las células epiteliales ciliadas
y macréfagos alveolares causando hiperlinfocitosis, también produce varias adhesinas como
hemaglutinina filamentosa, pertactina y proteinas fimbirales (FIM2 y FIM3) (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Especies pertenecientes al género Bordetella

Especles Huésped Enfermedad Comentarios
B. pertussis Humanos Tos ferina (niflos), tos ~ Enfermedad clésica que dura de 6-12 semanas
persi (jo 1 hay plicaci como i
adultos) encefalopatia, crisis convulsivas, hipertensién pulmonar
y muerte.
B. parapertussis Humanos Tos ferina, neumonia Causa enfermedad parecida a la tos ferina, pero més leve.
Ovejas crénica Los humanos y las ovejas forman dos distintos linajes,
dificil i bio entre huésped

B. bronchiseptica Mamiferos Tos (perros), rinitis Cursa dtica en hos huéspedes. La infeccié

Humanos (cerdos) en humanos es rara, principalmente afecta a
inmunocomprometidos.

B. avium Aves Rinotraqueitis Infecciones propias de las aves

B. trematum H Infi de heridas,  La infeccién en humanos es rara, pero se han reportado

otitis media en infecciones dticas y en heridas.

B. hoimesti Humanos Septicemia Rara pero se ha incrementado el nimero de infecciones
en humanos (septicemia), puede causar enfermedad
similar a pertussis.

B. hinzii H Aves  Asi & La infeccion en humanos ¢s rara, reportada en pacientes

de corral con fibrosis quistica
Quizi comensal del tubo respiratorio de aves de corral.
B. petrii Ambi D d Aislada de un rio de sedimentos de un biorreactor
Humanos (ambiente).
Enh es infr se ha d doenp
con mastoiditis y en fibrosis quistica
B. ansorpil Humanos Dos casos descritos Infeccién de quiste dermoide e infeccién relacionada a

¥

catéter en un paci i p
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Cuadro 2. Factores de virulencia de B. pertussis.

Factor de virulencia

Descripcién

Especie

Hemaglutinina filamentosa
(FHA)

Fimbria (FIM)

Pertactina (PRN)

BrkA

Factor de colonizacién traqueal (TcfA)

Toxina pertussis (PT)

Adenilato ciclasa (CyaA)

Secrecién tipo 111

Toxina dermonecrética (DNT)

Citotoxina traqueal (TCT)

Proteina secretada y asociada a superficie de 220 kDa,
adhesina, requerida para colonizacién traqueal, al

¢ni primario de vacunas

& P

acelulares.
Estructuras de superficie celular filamentosas, requeridas

pare ia i6n traqueal persi p de

algunas vacunas acelulares.

Proteina de superficie de 68-70 kDa, tnedia la unién a

células eucaridticas in vifro, aumenta la inmunidad

protectora.

Proteina con dominio C-terminal de 30 kDa asociado a

membrana extemna y un domino n-terminal de 73 kDa

asociado a ia superficie, confiere proteccion contra

péptidos antimicrobianos.

Proteina secretada de 60 kDa, tiene un papel en la
lonizacion traqueal de modelo murino.

Toxina A-B responsable de la linfocitosis, adyuvante

fuerte y comp primario de

Toxina de la familia RTX calmodulina- activada, con
actividad dual de hemolisina y adenilato ciclasa; actia
como factor anti-inflamatorio y anti-fagocitico durante la
infeccién.

Permite la traslocacién de protei fe

di en las células de huésped, se requiere para
la colonizacién traqueal persistente, inhibe la respuesta
inmune, activa ERKI1/2, causa muerte celular
dependiente de caspasa.
Toxina termolébil secretada de 160 kDa, activa Rho e
induce necrosis in vitro.

Tetr ido-discarido d de la sintesis de

L L

dArial

peptidoglicano,  causa imi i ial

destruccion de uniones, daflo al cilio, y la produccién de
IL-lay NO"

BP,BPa,BB

BP,BPa,BB

BP,BPa,BB

BP, BB

BP

BP

BP,BPa,BB

BB,BPa,,

BP,BPa,BB

BP,BPa,BB
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Figura 1. Estructura del gen prn y localizacion de sitios polimérficos.
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Cuadro 4. Variedades de Prn y PtxS1 encontradas en diferentes paises

Pertactina PtxS1 Regién Fuente
Pml; Pm2;Pm3 SI1AS1B,SID Paises Bajos ?
Pml,Pm2,Pm3,PmS SIA Italia 6
Pm1, Pm2,Prn3,Pm4 S1AS1B,SID Finlandia 4
Pmt,Pm2,Pm3 S1A Reino Unido 17
Pm1,Pm2,Pm3,Pmé S1AS1B,SIE Francia s
Pm1,Pm2,Pm3 S1A,S1B Polonia 16
Pm1,Pm2,Pm3 S1ASIB Japén s
Pml, Pm2 SI1AS1B, SID EU 1
Pm1, Pm2, Pm3, Pm9 SIA, SIB Canadé »
Pm2, Pm3 S1AS1B, SI1D Rusia u
Pm1,Pm2,Pm3 S1A Alemania 2
ND S1A,S1B Suecia n
Prn1,Pm2,Pm3 SLA Australia B
Pr1,Pm2,Pm6,Pm7 SIASIB,SID,SIE Argentina u
Pm1,Pm2;Pm3, Pml1 S1A,SI1B Serbia »
Pm1,Pm2,Pm7 SIASIB Paises Bajos »

ND: No determinado

Ptx causa leucocitosis debido a que inhibe la salida de linfocitos, los altos niveles de
linfocitosis estén asociados con la mortalidad en infantes debido a hipertensién putmonar . Las
mutaciones del gen S1 derivan en sustituciones de aminoédcidos y se localizan en regiones
identificadas como epitopes para células T. En Holanda los tipos SIB y S1D circularon entre
1949-1954 y su frecuencia disminuy6 del 58% al 12% en 1990-1996. En el periodo 1978-1985
se encontrd el tipo S1A en 80% de los aislados, la frecuencia de este tipo se incremento al 88%

de los aislados del periodo 1990-1996".
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Cuadro 5. Polimorfismos de pexS/ de B. pertussis

pb 204 586 684 694 696
aa 68 196 228 232 232
ptxSIA pb C T A A A
a8 D S I I l
pxS1B pb c T G A A
a8 D S M 1 1
pxSID b A T G G G
as E S M v v
pxSIE  pb A c G A G
aa E P M M M
Modificado Fiett 2003
Promotor de Ptx (ptxP)

La sintesis y exportacién de Ptx requiere 14 genes los cuales son co-transcritos con
ptxP. ptxP comprende una region de aproximadamente 170 pb rio arriba del gen de la subunidad
A (ptxA) y contiene el sitio de uni6én de la RNA polimerasa y seis sitios de unién para el dimero
BvgA. BvgA es un regulador global de genes de virulencia de B. pertussis 1a unién cooperativa
de BgvA a ptxP es requerido para la transcripcion eficiente de pex. El polimorfismo se encontré
en la region implicada en la unién de la RNA polimerasa y BvgA. Se reconocen 14 alelos de
ptxP (Figura 2) ™. En un trabajo realizado en cepas de Africa, Asia, Europa, Norte Ainérica
(Estados Unidos) y Sur América (Argentina), se analizaron aislados obtenidos en dos periodos
1935-1990 y 1990-2004 dos alelos fueron predominantes prxP! y ptxP3, el resto de los alelos
fueron escasos. Las cepas con psxP/ predominaron en el primer periodo y fueron encontrados
con menor frecuencia durante el segundo, 88% y 47% respectivamente. Una tendencia inversa
fue observada para pixP3, 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'.

Comparando la incidencia de hospitalizaciones, muertes y letalidad se dedujo que las
cepas que poseen pixP3 son més virulentas para los humanos. Se ha propuesto la hipétesis que
el alelo pxP3 favorece la unién de BvgA més que ptxPl ya que las cepas que poseen el alelo
ptxP3 producen 1.62 veces més Ptx (Figura 2) °.

La evidencia sefiala que la vacunacion ha seleccionado al alelo p/xP3 ya que no se encontr6 en
cepas aisladas antes de la vacunacion’, aunque ptxP3 se presenté en frecuencias altas en
poblaciones vacunadas en 1990s, no se detectd en cepas aisladas de Senegal, donde la
vacunacion se introdujo en 1987. Mooi y col. Proponen que el evento crucial que cambio el
balance competitivo entre ptxP/ y ptxP3 fue la eliminacién de la vacunacién para inmunizar a
menores, como la fuente principal de transmision, seleccionando a cepas que son transmitidas
més eficientemente por huéspedes primarios™.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Los aislamientos detectados de Bordetella pertussis causantes de tosferina presentan
polimorfismos en los genes prn, pxS! y ptxP diferentes a los de la cepa vacunal?

4. JUSTIFICACION
La tos ferina es una enfermedad reemergente pese a que es prevenible por vacunacion.
En nuestro pais las cifras oficiales sefialan que se cuenta con una cobertura >90%; sin embargo,
en los ultimos afios se¢ ha detectado un aumento en el nimero de casos de tosferina. La
reemergencia de esta enfermedad puede ser explicada por la diseminacidn de cepas
antigénicamente distintas a las cepas vacunales o a la aparicion de cepas mas virulentas debido a
mutaciones en la secuencia reguladora del principal factor de virulencia: toxina pertusis.

En nuestro pais no existe ninguna investigacién que brinde informacién sobre la
variabilidad de los aislamientos circulantes por lo que la deteccién de polimorfismos en los dos
antigenos principales utilizados en las vacunas acelulares: pertactina y toxina pertussis y el
andlisis de su secuencia reguladora permitird establecer si los aislamientos analizados son
diferentes a la cepa vacunal.

5. OBJETIVOS
Objetivo general
Identificar los polimorfismos de los genes prn, ptxS! y ptxP en aislamientos de
Bordetella pertussis obtenidos de pacientes menores de un aflo con diagnéstico confirmado de
tos ferina.

Objetivos particulares

o Describir la prevalencia de polimorfismos en los genes prn, pixS! y ptxP en los
aislamientos analizados.

o Establecer el patron de polimorfismos en los genes analizados de los aislamientos.

o [dentificar las diferencias entre los genes prn, ptxSI y ptxP de los aislamientos y los de
la cepa vacunal.

e Analizar la relacion entre los polimorfismos en prn, ptxS! y ptxP con la presentacion
clinica.

6. HIPOTESIS
Las secuencias de los genes prn, ptsS! y ptxP de los aislados de B. pertussis obtenidos de
pacientes pedidtricos con tos ferina son diferentes a los de la cepa vacunal.

7. CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION
Es un estudio observacional, descriptivo y transversal.

8. MATERIAL Y METODOS
8.1 Logistica general

El presente estudio deriva de uno previo titulado “Deteccion de Bordetella pertussis a
través de la reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real en nifios con diagnostico de tos
ferina y en sus contactos” con numero de protocolo 103/2010, registrado y aprobado en el
Instituto Nacional de Pediatria, que se realiza en el Laboratorio de Virologfa. Los centros
participantes en este proyecto son: Centro Médico Nacional La Raza del IMSS y el Hospital
General Gea Gonzalez.

Para el desarrollo del estudio mencionado se seleccionaron los casos sospechosos de tos
ferina a través del diagndstico clinico-epidemioldgico 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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¢) Determinacién de genotipos de pra, ptxS1 y ptxP

La extraccion y purificacidn DNA que se obtendran de las cepas de B.pertussis, se
realizara utilizando columnas con silica gel. A partir de un cultivo en medio Regan-Lowe se
tomarén 4-5 colonias y se resuspenderdn en ¢l amortiguador de lisis, se obtendra el sedimento
por centrifugacién (10 min a 5,000 x g). Se procedera a seguir los pasos de extraccion segin el
protocolo comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Se obtendré un volumen final de 50
uL de eluido. Los eluidos se mantendran a -70°C, hasta su uso.

La reaccion sera realizada en un termociclador ABI-9700. El volumen final de la mezcla
de reaccion sera de 25 pl y estara constituida 300 nM de cada iniciador (Cuadro 8), 20 ng de
DNA y la mezcla de reaccién. La amplificacion incluird un ciclo inicial de desnaturalizacion

94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos 94°C por 30s, 55°C 30s, 72°C 30s y 72°C 15 min. Los
productos amplificados serén visualizados en un gel de agarosa al 1.5% y tefiidos con
biotium™®. Los iniciadores utilizados para la amplificacion se muestran en el cuadro 6.

La purificacién de los productos de PCR se realizara con el sistema comercial QIAquick
PCR Purification® (Qiagen). Posteriormente las secuencias se obtendrdn mediante un método
automatizado en un secuenciador ABI Prism 310.

Cuadro 8. Iniciadores para PCR

Gen Iniciador Secuencia Tamafio Referencias
pm AF GCCAATGTCACGGTCCAA 574 pb 4
AR GCAAGGTGATCGACAGGG
ptxSI SIF TAGGCACCATCAAAACGCAG 877pb 4
SIR TCAATTACCGGAGTTGGGCG
pxP ptxPF AATCGTCCTGCTCAACCGCC 554 pb 3
ptxPR GGTATACGGTGGCGGGAGGA

¢) Andlisis bioinformético

Obtenidas las secuencias se realizardn alineamientos locales utilizando el programa
BLAST una vez que se determine que la secuencia corresponde al gen amplificado, se
realizarén alineamientos multiples de las secuencias reportadas en la base de datos GenBank,
con los programa Clustal X*', MUSCLE® y T-COFEE. Se construiran arboles filogenéticos con
programa MEGA 5.1, Establecidos los polimorfismos se construiran cinco modelos por
homologia por cada polimorfismo encontrado a través del programa Modeller v4.0. La calidad
estereoquimica de estos se evaluaré con el programa Procheck v3.5.4*.Cada uno de los modelos
validados sera comparado con la estructura tridimensional de las proteinas de la cepa vacunal
reportadas en la base de datos PDB, utilizando dos matrices de almeamnento de distancias:
DaliLite (Distance Aligment Matrixy*® y SSM (Secundary Structure Matching) * disponibles en
la pagina del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI European Bioinformatics Institute).Los
determinantes antigénicos de los modelos se analizar&n por el método de Kolaskar &
Tongaonkar ¥’

8.6 Ubicaci6n de estudio

En el Laboratorio de Deteccién Molecular de Patégenos y Virologia en Investigacién se
realizaran las pruebas para deteccion de B. pertussis a través de la amplificacion de dos blancos
genéticos, IS48/ y las respectivas PCR en punto final para la amplificacién de los genes prn,
ptxS y ptxP. La secuenciacién de los amplicones obtenidos para la identificacién especifica de
los polimorfismos se realizara en el Instituto de Fisiologia de la UNAM.
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8.7 Tamaifio de la muestra

Se analizardin 97 DNA de muestras obtenidas de pacientes menores de 1 afio con
diagnéstico confirmado de tosferina. Se determiné el tamafio de muestra necesario por el uso de
la siguiente formula:

_ zl—alzz *n(1-m)
ne S

Donde:

Z,2n": Valorde Z para la probabilidad de error tipo [ escogido de dos colas.
n: Probabilidad que corresponde a la prevalencia.

8: Precision de la estimacion.

En el presente estudio se establece la estimacion con el intervalo de confianza de 95%,
por lo tanto, Z,.o,” serd 1.96. Como las prevalencias del polimorfismo de prn, ptxS1 y ptxP son
desconocidas, se utiliza 0.5 para , el cual es el valor que genera la varianza mayor para el
célculo mas conservador. Para & utilizamos el valor de 0.1 para realizar una estimacion del
pardmetro poblacional con la precision de £10%. Por ende:

_ 1.96% + 0.5(1 — 0.5)
n= 0.12

n=96.04 = 97

Con base en este célculo, se analizardn 97 DNAs de muestras obtenidas de pacientes
menores de 1 afio con diagnostico confirmado de tosferina.
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8.9 Hoja de recoleccién de informacién

Fecha de nacimiento

Numero de caso

(dd/mm/aaaa)
Edad (meses) 1" dosis | 2" dosis 3* dosis 4" dosis
Fecha de aislamiento Vacunas
(dd/mm/aaaa)

Centro hospitalario

Fiebre Leucocitos (mm-) Leucocitosis | Si

Rinorrea No
Tos paroxistica Linfocitos (%) Linfocitosis | Si

Estridor No
Vémito

Apnea

Cianosis

Media Ct 1IS481 Media Ct ptxS1

Identificacién

prn
pxS1
pixP
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8.10 Anilisis estadistico

Se estimar4 la prevalencia de los polimorfismos prn, ptxSI y ptxP con el intervalo de
confianza de 95%. La asociacién de cada uno de los tres polimorfismos, asi como su conjunto,
con la presentacién clinica serd evaluada por medio de la prueba de ji’. La significancia
estadistica se reconoce al nivel de p<0.05. Todos los analisis estadfsticos se realizaran por el uso
del paquete estadistico JMP9 de SAS Institute, Inc.

8.11 Consideraciones éticas

Debido a que se trabajaran y se analizarén aislamientos 0 DNA bacterianos, el presente
estudio no incluye la investigacién en seres humanos. El estudio no involucrard ningin
procedimiento que altere el manejo y el pronéstico del paciente.

Las muestras de DNA y aislamientos son derivadas del estudio previo titulado
“Deteccion de Bordetella pertussis a través de la reaccién de polimerasa en cadena en tiempo
real en nifios con diagndstico de tos ferina y en sus contacto” con niimero de protocolo
10372010, registrado y aprobado en ¢l Instituto Nacional de Pediatria, 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. en
Materia de Investigacion asi como acatando los estindares bioéticos internacionales. El comité
de Etica del Instituto Nacional de Pediatria fijo los requerimientos necesarios para la realizacién
de este protocolo.

Los residuos biologicos asi como los reactivos utilizados en este estudio se manejaran
de acuerdo a los procedimientos de sustancias peligrosas y de residuos peligrosos biologico
infecciosos descritos en el Programa de Seguridad de Materiales Peligrosos del Instituto
Nacional de Pediatria®®.
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10. FACTIBILIDAD

El presente estudio deriva de un estudio previo titulado “Deteccién de Borderella
pertussis a través de la reaccién de polimerasa en cadena en tiempo real en nifios con
diagnéstico de tosferina y en sus contactos” con nimero de protocolo 103/2010, registrado y
aprobado en el Instituto Nacional de Pediatrfa, que se realiza en el Laboratorio de Diaghéstico
Molecular de Patégenos y Virologia. El DNA de B. pertussis obtenido de las muestras sera
utilizado para realizar el andlisis de polimorfismos, a la fecha se cuenta con un banco de DNA
de 61 muestras confirmadas con B. pertussis a través de la amplificacion de dos blancos
genéticos (PCR en tiempo real) obtenidos de pacientes atendidos en el INP, otros centros
hospitalarios del Distrito Federal y de otros estados de la region central del pais.

El equipo de trabajo cuenta con el recurso humano que tiene amplia experiencia en el
drea infectologfa clinica que serd el encargado de realizar el diagndstico clinico y tomar las
muestras para analisis. El Laboratorio de Virologia tiene los recursos humanos con experiencia
para desarrollar las técnicas de biologia molecular y el andlisis de las secuencias obtenidas. La
interpretacion epidemioldgica y relacién clinica con los polimorfismos detectados se evaluaran
por la Jefa del Departamento de Epidemiologia y un asesor del departamento de la Metodologia
de la Investigaci6n har4 el andlisis estadistico.

Adicionalmente se cuenta con financiamiento (ver presupuesto) por la compafiia
farmacéutica SANOFI-PASTEUR S.A. de C.V. para poder realizar ¢l diagnéstico de B.
pertussis a través de PCR en tiempo real en muestras de hisopados nasofaringeos de los
pacientes atendidos en los centros hospitalarios mencionados anteriormente. Esta compafiia 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 inversién de aproximadamente $500,000. Lo que nos ha permitido analizar
aproximadamente 400 muestras de nifios con diagnéstico 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
» [Informacién de los polimorfismos de B. pertussis en México y su posible asociacion
con la re-emergencia de tosferina.
Adaptacion de tecnologia diagnéstica y de tipificacién de B. pertussis.
Titulacién de un alumno de la especialidad en pediatria medica del INP.
Difusion de resultados en congreso internacional.
Publicacion de un articulo donde s¢ informe de los polimorfismos encontrados, los
datos clinicos y epidemiol6gicos.

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

Investigador responsable/coordinador. Recepcién, almacenamiento y registros de
muestras clinicas en el laboratorio de Deteccion Molecular de Patégenos y Virologia.
Estandarizacion de técnicas de amplificacion de prn, ptxS! y poeP. Adaptacion de tecnologia
diagnoéstica y tipificacién de Bordetella pertussis. Anlisis de secuencias génicas utilizando
herramientas bioinforméticas y modelacion de proteinas. Resguardo y solicitud de material y
equipo. Supervisora de control de calidad.

Dr. Agustin de Colsa Ranero.

Investigador asociado. Evaluacion clinica y seguimiento de pacientes con diagnostico
de sindrome coqueluchoide y/o tosferina. Coordinacién de la recoleccién de muestras del
interior de la Repiiblica. Obtencién y resguardo de consentimiento informado/asentamiento
informado. Obtencién de datos clinicos. Responsable del registro y organizacion de la
informacién clinica.
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Q.B.P. Gabriel Martinez Leyva.

Investigador asociado. Extraccién de DNA de las muestras de hisopados nasofaringeos
Deteccion de B. pertussis mediante amplificacion de S48/ y pxtPS! a través de PCR en tiempo
real. Amplificacién de de prn, pixS! y pixP.

M. en C. Chiharu Murata.
Investigador asociado. Realizara disefo del estudio, bases de datos, calculo de numero

de muestra y analisis de datos.

Dra. Wendy Dolores Dominguez.
Investigador asociado. Andlisis e interpretacion de datos epidemiolégicos.

Dr. Ovidio Landa Reyes.
Tesista. Realizara tesis para obtener el grado de especialidad en Pediatria Médica.




Deteccién de polimorfismos en pra, ptxS1 y ptxP en aislamientos de Bordetella pertussis E:;
obtenidos de pacientes menores de un adto con diagnéstice confirmado de tos (erina. [N

12, PRESUPUESTO
PRESUPUESTO PRIMER ANO
Monto en pesos mexicanos
Aportaciones
Rubro ot SANOFI-
Jtra PASTEUR Total Justificacién
INP institucién
S.A.de C.V.
participante Externo

Salario de investigadores N/A N/A N/A N/A N/A

Gastos generales de N/A N/A N/A N/A N/A

mantenimiento
Sintesis de iniciadores, reactivos para
amplificacién por PCR de tres genes de

Materiales y reactivos 200,000 N/A 150,000* 350,000 97 muestras, andlisis electroforético y
purificacién de 291 productos de PCR.
Consumibles para realizar estos métodos.

Pago de traducciones y NA N/A N/A N/A N/A

correcciones de estilo
S iacion de las dos cad de los
tres genes que se evaluarén en las 97

Servicios externos 80,000 N/A N/A 80,000 muestras incluidas en el estudio. Las
muestras se enviaran al Instituto de
Fisiologia de 1a UNAM

Pasajes y vidticos N/A N/A N/A N/A N/A

Inscripciones a reuniones, N/A NA NA NA NA

cursos
Licencia de progr GeniousPro v5.5
para andlisis de secuencias de DNA y

Software especializado 50,000 N/A N/A 50,000 proteinas. Licencia para progr MEGA
v5.0 para analisis filogenetico. Licenci
para paquete estadistico JMP9,

Otro (especificar] N/A N/A N/A N/A N/A

Eqguipo de laboratorio N/A N/A N/A N/A N/A

Herramientas, accesorio e N/A N/A N/A N/A N/A

instrumental médico

Mobilisrio N/A N/A N/A N/A N/A

Otro N/A N/A N/A N/A N/A
*Recursos otorgadas por SANOF] -PASTEUR, S.A. de C.V. pan Tuir el proy “D ion de Bordetella is a través

de la reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real en niflos con diagnéstico de tos ferina y en sus contacto” con nimero de
registro 103/2010, del cual derivan las muestras de DNA que se analizarin en este proyecto.
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PRESUPUESTO SEGUNDO ANO

Monto en pesos mexicanos

Rubro Aportaciones
Otra . :
INP institucién Externo Total Justificacién
articipante

Salario de investigadores N/A N/A N/A N/A N/A

Gastos generales de N/A N/A N/A NIA N/A

| ma ento
Sintesis de iniciadores, reactivos para
amplificacién por PCR de tres genes de

Materiales y reactivos 200,000 N/A N/A 200,000 97 as, analisis el forético y
purificacién de 291 productos de PCR.
Consumibles para realizar estos métodos.

Pago dﬁtraducclonesy 10,000 N/A N/A 10,000 Traduccién y'cor!'cccn?n de un articulo.

correcciones de estilo Pago por publicacion e impresién.
S iacion de las dos cad de los
tres genes que se evaluardn en las 97

Servicios externos 80,000 N/A N/A 80,000 incluidas en el estudio. Las
muestras se enviaran al Instituto de
Fisiologia de la UNAM

Plnies Yy vikticos N/A N/A N/A N/A N/A

Inscripciones a reuniones, Difusién de Itados en el congr

cursos 30,000 N/A N/A 30000 | anual de ICAAC, Octubre 2013, EE.UU.

Software especializado N/A N/A N/A N/A N/A

Otro (especificar N/A N/A N/A N/A N/A

Equipo de laboratorio N/A N/A N/A N/A N/A

Herramientas, accesorio e N/A N/A N/A N/A N/A

jnstrumental médico

Mobiliario N/A N/A N/A N/A N/A

Otro N/A N/A N/A N/A N/A
















