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1.- RESUMEN

La tos convulsa es una enfermedad inmunoprevenible, sin embargo continla siendo
causa de morbimortalidad, fundamentalmente en lactantes que no han recibido
vacunacion completa. El principal agente etiologico es Bordetella pertussis, un cocobacilo
Gram negativo estrictamente aerobio, que infecta adolescentes y adultos vacunados en la

nifiez, actuando como via de transmision a los lactantes.

Actualmente hay dos tipos de vacunas, una a célula entera y la otra acelular, cuya formula
generalmente contiene 3 factores de virulencia de B. pertussis, como por ejemplo la toxina
pertussis, la pertactina y la hemaglutinina filamentosa. Muchos paises han sustituido una
vacuna por otra, o han desarrollado estrategias de vacunacion utilizando ambas vacunas

como es el caso de Uruguay.

Desde la década de los afios 90, se observa una reemergencia de la tos convulsa a nivel
global, aunque de menor incidencia que en la era pre-vacunacion. Como consecuencia,
se esta investigando el o los motivos de este fendmeno ya que las causas podrian variar
de un pais a otro. Una de las hipotesis que se plantea es la adaptacion del patdgeno a las

vacunas.

En este trabajo se analizd una coleccién de aislamientos (n=68) recuperados en Uruguay
entre los afios 2004 y 2015, periodo en el que ocurrieron dos brotes de enfermedad (afios
2007 y 2011/12). Luego de confirmar la identificacion de los aislamientos se procedio al
analisis por secuenciacién de dos genes de virulencia de B. pertussis: ptxS1 y prn, que
codifican para la toxina pertussis y la pertactina respectivamente, con el fin de conocer la
distribucién de los alelos presentes en nuestra coleccion y compararlos con los alelos de

las cepas vacunales.

El andlisis de las secuencias mostr6 que todas las cepas aisladas en Uruguay entre
2004-2015 son ptxS1A/prn2, estos alelos son diferentes a los presentes en las cepas
vacunales. Estos resultados son similares a los que presentan otros paises con alta

cobertura de vacunacion.

Siendo este trabajo el primer estudio molecular de cepas aisladas en Uruguay, contribuye

a establecer una linea de base para poder identificar nuevas tendencias a futuro.



2.- INTRODUCCION

2.1-Microorganismo objeto de estudio y su importancia clinica

Bordetella pertussis es una bacteria Gram negativa, estrictamente aerobia que oxida
aminoacidos pero no fermenta carbohidratos (Loeffelholz, 2003). Tiene como Uunico
reservorio al hombre, y se localiza en las células ciliadas de la nasofaringe donde prolifera
y se disemina hacia las células ciliadas de la traguea y bronquios.

B. pertussis es el agente causal de la tos convulsa o tos coqueluchoide, enfermedad del
tracto respiratorio humano, inmunoprevenible vy distribuida mundialmente. Afecta
aproximadamente a 50 millones de personas por afio (WHO, 2014). En el pasado, la
transmision de esta enfermedad era de nifio a nifio en edad escolar, sin embargo, tras la
introduccién de las vacunas se produjo un cambio epidemiolégico y la transmision es

actualmente de adolescentes y adultos a lactantes no vacunados (figura 1).
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Figura 1: Transmisibilidad de B. pertussis en la era pre y post vacunal (Hewlett, 2005).



Esta patégeno era observado desde 1900, y fue aislado por primera vez en 1906 por
Bordet y Gengou (Bouchez, 2015). Es una bacteria de crecimiento muy lento,
generalmente se necesitan entre tres y cuatro dias para un cultivo positivo y siete dias
para confirmar un cultivo negativo. También es muy exigente desde el punto de vista
nutricional, necesita para su crecimiento requerimientos especiales. Para su cultivo se
puede utilizar el medio Agar Bordet-Gengou o preferentemente el medio Agar Carbon
Regan-Lowe (Ledermann, 2004). En Agar Carbdn Regan-Lowe las colonias se observan
de un color gris perlado, brillantes y abovedadas.La temperatura 0ptima de crecimiento
para esta bacteria es de 35-37 °C.

La tos coqueluchoide es una enfermedad muy contagiosa, que se transmite de persona a
persona mediante gotas excretadas por la tos o por contacto directo con secreciones de
las vias respiratorias de la persona enferma (Melvin, 2014). Se puede observar una
incidencia ciclica con picos de frecuencia cada 2 a 5 afios.

La enfermedad en el nifio consta de tres etapas (American Academy of Pediatrics, 2012)

(figura 2):

Fase catarral

Comienza con sintomas parecidos a la gripe, sin embargo, luego de cinco o seis
dias, en lugar de disminuir la tos, ésta aumenta en intensidad y frecuencia. Esta
similitud al inicio es lo que hace dificil su deteccién temprana. Esta fase tiene un
periodo de duracion de aproximadamente dos semanas.

Fase paroxistica

Se caracteriza por una serie de episodios de tos violenta, entre 20 y 30
generalmente, frecuentemente seguido de vomitos. Entre los episodios, al nifio se
le dificulta el respirar y posteriormente se produce la tos y la inspiracion
caracteristica. La fiebre es nula o minima; esta etapa dura de dos a cuatro
semanas.

Fase de convalecencia

Es la dltima y mas larga etapa (de uno a tres meses) y es la fase donde se reducen

los sintomas.
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Figura 2: Evolucion de la enfermedad mostrando sus fases

Puede haber complicaciones secundarias como neumonia, otitis media, convulsiones,
encefalopatias, entre otras (Mattoo, 2005).
En el adulto, la tos persistente puede ser el Gnico sintoma, por lo que en muchos casos no

se diagnostica.

2.2.- Principales factores de virulencia de B. pertussis

La toxina pertussis (TP) y la pertactina (PRN) ademas de ser los principales factores de
virulencia de B. pertussis, son componentes de las vacunas acelulares.

La TP es una exotoxina de 106 kDa, exclusiva de B. pertussis que favorece la adherencia
a las células del tracto respiratorio e inhibe la migracion de células que expresan
receptores de quimioquinasa acoplados a proteina G (neutréfilos, monocitos y linfocitos)
(Babu, 2001). Esta toxina esta implicada en el establecimiento de la infeccion ya que
suprime la inflamacion e inhibe las moléculas bactericidas generadas por las células
hospederas. (Melvin, 2014).

Tiene una estructura tipica AB, compuesta de cinco polipéptidos, nombrados de S1 a S5.
S1 forma la subunidad A; esta subunidad es la parte enzimatica activa de la toxina y tiene

actividad ADP- ribosiltransferasa, es decir que aumenta el AMPc de la célula (Mattoo,



2005). S1 esta codificada por el gen ptxS1 y tiene cuatro alelos: ptxS1A, ptxS1B, ptxS1D
y ptxS1E (Mooi, 2000). La subunidad B estd compuesta por los polipéptidos S2, S3, S4 y
S5y se encarga de unir a la toxina a la superficie de la célula hospedera blanco (Figura
3). El operon ptx, el cual codifica para la toxina, es ayudado por el operon ptl. Este Gltimo
codifica para ocho genes, ptlA-ptiH. Ambos operones estan controlados por el promotor
de la toxina Ptox (Babu, 2001).
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Figura 3: Estructura de la Toxina pertussis (Mattoo, 2005).

Una vez que la toxina esta adherida, la subunidad A es liberada y traslocada al citosol
gracias a la union de ATP a la subunidad B. Se propuso que su secrecion se da en dos
etapas, la primera, en donde se produce el anclaje de la toxina pertussis a la membrana
externa bacteriana; y en la segunda etapa, en donde se interactla con el sistema ptl. Esto
altimo provoca la salida de la toxina al medio extracelular (Farizo, 2002).

A pesar de que las cepas que no presentan a la toxina pertussis son raras, se encontraron
dos aislamientos que son TP negativos (TP -), uno en Francia en 2007 y el otro en EUA
en 2013. Ambos nifios eran menores a un afio y no estaban vacunados. En ambos casos
se observo que habia una delecion en el operén ptx, con lo cual los resultados de las
PCRs dieron negativas (Bouchez, 2009; Williams, 2016).

La PRN es un autotransportador responsable de la adhesién de la bacteria a las células
de la trdquea del hospedero. La proteina madura tiene dos secuencias Arginina-Glicina-
Acido Aspartico (RDG) que permiten la adhesion a células fagociticas y también
receptores en las células diana (Babu, 2001). ElI gen que la codifica, prn, presenta dos

regiones, llamadas regiéon 1 y 2 (Mooi, 1998). Hasta el momento presenta 13 alelos,
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siendo prnl y prn2 los principales (Mooi, 2010). Tiene una estructura formada por 16
hojas B hélice paralelas y por loops que unen las regiones B, en estos loops se encuentra

la region RDG (Figura 4).

Regon 1

Figura 4: Estructura de la proteina pertactina (Hijnen, 2007).

Estudios sugieren que esta proteina es la adhesina mas importante de B. pertussis
(Cherry, 1998). Sin embargo, con la presion de seleccion impuesta por la vacuna acelular,
se han encontrado cepas que son PRN negativas (Bouchez, 2009; Pawloski, 2013). En
Francia se encontraron a partir de 2007 mientras que la primera cepa PRN negativa en
EUA fue aislada en el 2008, y a partir de ese momento se ha incrementado el nUmero de

aislamientos con esta caracteristica (Lam, 2014).

Ambos factores de virulencia estan regulados por el regulén de virulencia de Bordetella
(Bvg por sus siglas en inglés), codificado por el locus bvg AS. Esteregulontambién
controla la expresion de otros factores de virulencia como: la hemaglutinina filamentosa
(FHA) vy las fimbrias (FIM) también presentes en las férmulas de vacunas acelulares, la
toxina adenilato ciclasa (TAC), la toxina dermonecrética (TD) y el sistema de secrecion
de tipo Il (SSTT) (Babu, 2001; Bottero, 2010) (Figura 5).

En respuesta a cambios en las condiciones ambientales, pueden haber dos fases
fenotipicas diferentes, Bvg™ (fase virulenta) y Bvg (fase avirulenta). Este regulon codifica
para dos proteinas, BvgA, proteina de union al ADN encargada de regular; y BvgS, la cual
es una proteina capaz de censar el medio. En conjunto, forman un sistema proteico de

transferencia de grupos fosfatos (Mattoo, 2005).



El factor de virulencia que causa la tos caracteristica (tos paroxistica) de la tos convulsa,
es la citotoxina traqueal (CT). Es un tetrapéptido de 921 Da, cuyo blanco son las células
epiteliales ciliadas del tracto bronquial, causa ciliostasis y estimula la IL-1, lo cual aumenta
la temperatura corporal.Es el Unico factor de virulencia que es independiente del regulén
Bvg (Mattoo, 2005). Esta toxina puede actuar sobre los neutrofilos, impidiendo la

guimiotaxis e inhibiendo su metabolismo (Mills, 2001).

V.
Figura 5: llustracion de los factores de virulencia de B. pertussis

T

ertactina ¢
/ -"..‘
> BrkA

/

2.3.- Vacunas anti-B. pertussis

En la actualidad existen dos tipos de vacunas para tratar de controlar la tos convulsa: la
vacuna a célula entera (incluida en la triple bacteriana: Difteria-Pertussis-Tétanos: DPT) y
la vacuna acelular (Difteria-Pertussis acelular-Tétanos: dpaT) que generalmente contiene
3 antigenos de B. pertussis (todas las formulas contienen la toxina pertussis). Ademas,
ambas se pueden administrar en una vacunapentavalente que también incluye H.
influenzae b y Hepatitis B. Con ninguna de las dos vacunas la inmunidad conferida es de
por vida.

La vacunacion contra la tos convulsa comenzé en 1909 y en 1913 fue la primera vez que

se utilizé en una epidemia ocurrida en Tunez. La vacuna utilizada en esa ocasion, fue una



emulsién de cultivo en agar sangre con papa de B. pertussis y posteriormente lavada
hasta a una solucion salina de 400 millones de bacterias por gota (Ledermann, 2004). Es
decir que las primeras vacunas contenian el organismo entero, por lo que, la toxicidad de
esta vacuna estaba directamente relacionada a la cantidad de bacterias que contenia
(Mattoo, 2005). En los afios 30, la vacuna se usaba tanto para la prevencion como para el
tratamiento. Fueron varias las vacunas probadas en esos afios, generando algunas de
ellas una respuesta inmunoldgica suficientemente eficiente (Cherry, 1996). Hacia
mediados de 1940 se patentaron las primeras vacunas que se comenzaron a administrar
a nifos, disminuyendo con éstas, entre el 70% y el 90% de los casos de la enfermedad
(CDC, 1997). En la década de los afios 50, se observo que la vacuna era reactogénica
para los adultos, ademas se notificaron pacientes con eventos neuroldgicos severos y
muertes que se asociaron con la vacuna. Se plante6 entonces la necesidad de desarrollar
una vacuna acelular con algunos de los factores de virulencia como la toxina pertussis, la
pertactina y las fimbrias para los que se utilizaron las variantes mas frecuentes de
acuerdo a los datos disponibles (Mooi, 2013). El desarrollo de la vacuna acelular tuvo
lugar en la década de los 80 y para 1990 el uso de la misma se extendié en la mayoria de
los paises desarrollados y algunos subdesarrollados (King, 2010).

Muchos paises han sustituido una vacuna por otra, mientras que otros han desarrollado

estrategias de vacunacién utilizando ambas vacunas (van Gent, 2015) (Tabla 1).

Tabla 1: Esquema del calendario de vacunacién de europeos (Vaccine Scheduler, 2018)

Meses Afios
Pais
1 2 3 4 5 6 11 12 18 3 4 6 12 14 15

Finlandia dpaT dpaT dpaT dpaT dpaT

Francia dpaT | dpaT | dpaT dpaT dpaT

Holanda dpaT dpaT | dpaT dpaT dpaT

Polonia DPT DPT DPT DPT dpaT

Reino Unido dpaT | dpaT | dpaT dpaT

DTP - Vacuna a células enteras
dpaT - Vacuna acelular
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En Uruguay, la introduccién de la vacuna celular tuvo lugar en el afio 1966 con el
comienzo de un incipiente programa de vacunaciones. Actualmente, el porcentaje de
cobertura de vacunacion es del 94% (Depto de Inmunizaciones CHLA-EP). Se administra
a lactantes de 2, 4, 6 y 15 meses la vacuna pentavalente (Heberpenta®, CECMED,
Cuba), que incluye la vacuna a células enteras (DPT). Posteriormente, a los 5 afios se
realiza un refuerzo con la misma vacuna. Desde el afio 2013, se incorporo la vacuna dpaT
(Boostrix™, GlaxoSmithKline, Bélgica) para los nifios de doce afios, que incluye los
factores de virulencia: TP, PRN y FHA. Ademds, se establecié una estrategia de
vacunaciéon “en capullo” que consiste en vacunar a padres y/o cuidadores (hasta 4) de
nifos con un peso menor a 1500 gr. Desde marzo de 2015 se vacuna con dpaT a
embarazadas a partir de la semana 20 de gestacion, para inmunizar al feto por via
placentaria. El Ministerio de Salud Publica (MSP) recomienda que el personal de salud en
contacto con nifios menores de un afio se vacune (MSP, 2016).

2.4.- Sensibilidad frente a antibidticos

Ante una infeccion por B. pertussis, se realiza un tratamiento con macrélidos, los cuales
son una clase de antibiéticos que inhiben la sintesis proteica mediante la union a la
subunidad ribosomal 50S, es decir que detiene el crecimiento de la bacteria. EI macrélido
puede provocar un efecto bacteriostatico o bactericida dependiendo de tres factores: la
especie bacteriana atacada, la concentracién del antibiético alcanzada en el sitio de
infecciobn y la fase de crecimiento en que se encuentran las bacterias durante la
administracion del antibiotico.

A pesar de que no hay métodos estandarizados para determinar la sensibilidad de B.
pertussis, el antibidtico mas usado en el laboratorio es la eritromicina, aunque también se
pueden utilizar nuevos macrélidos como la claritromicina y la azitromicina. Cabe destacar
gue el lento crecimiento de B. pertussis dificulta la determinacion.

Desde que se reportd el primer caso de resistencia a la eritromicina en 1994 en Arizona,
EUA, se han encontrado en ese pais otros cuatro casos (Hill, 2000). En estos casos se
utilizé trimetoprim-sulfametoxazol ya que los aislamientos que presentaron resistencia a la
eritromicina, también presentaron resistencia a los otros macrélidos (Matoo, 2005). El

primer aislamiento resistente en Europa se identific6 en Francia en 2012 (Guillot, 2012).
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También se aislaron microorganismos resistentes en China entre los afios 2012 y 2013
(Wang, 2014).

1.5.- Epidemiologia de la tos convulsa

La epidemiologia de la tos convulsa ha tenido variaciones a lo largo de la historia. En la
era pre-vacunacion, la incidencia de esta enfermedad era muy grande, en EUA la
incidencia anual estimada de casos era de 872 casos por 100.000 habitantes (Mattoo,
2005). Los principales afectados eran los nifios escolares, ya que el 80% de los casos
ocurria en nifios mayores de 5 afios y menos del 3% en mayores de 15 afios. Al introducir
la vacuna celular en el calendario obligatorio de vacunacién disminuyeron los casos y
muertes por tos convulsa, entre 0,5y 1,0 casos por 100.000 habitantes en EUA (WHO,
2015; Mattoo, 2005).

En las dltimas décadas, se observd la reemergencia de esta enfermedad; aunque su
incidencia es notoriamente menor que en la era pre-vacunacion (Wood, 2008), llegando a
3,1 casos por 100.000 habitantes en EUA en el afio 2002 (Mattoo, 2005). Actualmente el
mayor grupo de riesgo son los lactantes. Los adultos cursan la enfermedad sin los
sintomas tipicos, dificultando el diagndéstico, y transmiten la enfermedad a recién nacidos
y lactantes sin vacunacién completa.

Se esta estudiando en diferentes lugares del mundo el motivo de esta reemergencia,
surgiendo varias hip6tesis. Por ejemplo, una mayor conciencia del problema y/o una
mejora en el diagnéstico. Otras hipotesis pueden ser la disminucién en el tiempo de la
inmunidad inducida por la vacuna a célula entera, la disminucion de la eficacia en el
esquema de vacunacion, el cambio de una vacuna celular a otra acelular menos efectiva
o la adaptacion del patégeno a las vacunas.

Ademas, la vacuna acelular esta compuesta por proteinas polimérficas, para las que se
seleccion6 la variante mas frecuente. La vacunacién con estas variantes ejerce una
presiéon de seleccion, especialmente sobre los mas polimorficos como lo son la pertactina
y la toxina pertussis (Mooi, 2001). Asi, luego de la introduccion de la vacuna, se pueden
observar cambios en la distribucion de los alelos. Un estudio realizado en conjunto
Argentina-Francia mostré ese cambio, ya que la vacuna presenta los alelos ptxS1B y el
ptxS1D de la toxina pertussis y el alelo prnl de la pertactina, mientras que el 100 % de las

cepas estudiadas presentaban el alelo ptxS1A y el 93% presentaban prn2 (Caro, 2007).
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3.- ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Hasta el afio 2007 en Uruguay, solo se realizaba una vigilancia de caso sospechoso de
tos convulsa mediante la notificacion semanal al MSP. A partir de ese afo se lleva a cabo
en el Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) una vigilancia centinela en
dos periodos al afio, uno en abril-mayo y otro en octubre-noviembre. En una primera
instancia, en el Hospital Pereira Rossell (HPR); y posteriormente en dos hospitales con
alta poblacion pediatrica, el Hospital de Las Piedras (HLP) y la Médica Uruguaya (MU). En
el marco de esta vigilancia se ha generado una coleccion de aislamientos de Bordetella
pertussis, Unica en el pais, ya que el cultivo de este microorganismo soélo se realiza en el
DLSP.

En la dltima década, se registraron dos brotes de la enfermedad, el primero fue en el afio
2007 y el segundo en 2011. Este ultimo brote, en el cual incluso ocurrieron muertes de
lactantes, provocd un incremento en la prevencion de la enfermedad. Por ejemplo, se
implement6 una dosis de vacuna acelular a nifios de doce afios en el 2013 y una dosis a
las embarazadas en 2015. Ademas, la denuncia de caso sospechoso de tos convulsa
pasoé de ser de notificacidn semanal a ser de notificacion diaria.

Estetrabajo propone estudiar los aislamientos de periodos de brote epidémico y de
periodos inter-brote para estimar la diversidad genética de la coleccion en dos genes de
virulencia: ptxS1 y prn; y comparar los tipos de alelos que se encuentran en las cepas
aisladas en nuestro pais con los alelos que se encuentran en las vacunas.

La puesta a punto de las técnicas para la caracterizacién de estos factores de virulencia
permitir fortalecer la vigilancia epidemiolégica de este microorganismo, generando una

linea de base para evaluar los efectos de las intervenciones con vacunas.
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4.- OBJETIVOS

1 Confirmar la identificacion de aislamientos de Bordetella pertussis de Uruguay en el
periodo 2004-2015.

2 Estudiar la distribucion de dos factores de virulencia (toxina pertussis y pertactina)

de los aislamientos de B. pertussis.

3 Correlacionar los resultados obtenidos con datos generados por electroforesis en

campo pulsado (PFGE).

4 Establecer una linea de base que permita identificar tendencias o la introduccién de

nuevas variantes.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Materiales
5.1.1- Material bioldgico

Se analizaron todos los aislamientos (n=68) de B. pertussis de la coleccion de cepas de la
Unidad de Bacteriologia del DLSP, obtenidas entre los afios 2004-2015 (Tabla 2). Estos
aislamientos son el resultado de la busqueda de B. pertussis en aspirados nasofaringeos
con sospecha clinica de tos convulsa. El periodo de estudio incluye aislamientos de los
primeros esfuerzos en establecer una vigilancia centinela (2004-2005) y aislamientos
obtenidos de la vigilancia, incluyendo los udltimos dos brotes de esta enfermedad
registrados en Uruguay. Se cuenta con el dato de la fecha de aislamiento, sexo y edad del

paciente, dato clinico y estado vacunal (Anexo ).

Tabla 2: Distribucién de aislamientos de B. pertussis por afio y por edad del paciente

Edad 2004-2005 | 2007 | 2008-2009 | 2011-2012 | 2013-2015 ] Total
0-3 meses 4 21 4 9 3 41
4-6 meses 3 4 2 4 1 14
7-9 meses 1 0 0 4 1 6

10-13 meses 0 1 0 6 0 7

Total 8 26 6 23 5 68

En todos los casos las cepas fueron recuperadas de una alicuota conservada a -70 °C en
leche desnatada (BBL). Posteriormente las mismas fueron sembradas en Agar carbon
(Anexo 1) y colocadas en un ambiente humedo en la estufa durante 72 hs a 37 °C. Es
importante que el ambiente sea humedo para evitar la desecacion a la cual B. pertussis es
susceptible. Luego se procedi6 a realizar la confirmacion de la especie y se pusieron a

punto las PCR para realizar los estudios genotipicos.
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Ademas se utilizaron dos cepas de referencia cedidas por el Instituto Carlos Malbran

(Buenos Aires, Argentina). Estas cepas son:

La cepa Tohama |, originaria de Japon, aislada en el afio 1954. Se caracteriza por
ser prnl y ptxS1B. Esta cepa es la utilizada en la formula de vacuna acelular
Boostrix ™.

La cepa 509 proviene de Holanda y fue aislada en el afio 1950. Presenta un gen

prn7 y un gen ptxS1D.

La cepa 509, es una de las tres cepas vacunales con las cuales se genera la vacuna

celular utilizada en nuestro pais contra B. pertussis. Las otras dos cepas usadas son la

cepa 134, la cual es prnl y ptxS1B y la cepa 165, que presenta el alelo prnl y ptxsiD.

5.1.2.- Reactivos y equipos

Reactivos para PCR (Roche y invitrogen), agarosa | (Amresco), TBE (10X Thermo
Scientific) , tampon de carga (10X Takara), agente fluorescente para deteccion de
ADN (GelRed Dropper Bottle, Olerup SSP).

Kit de extraccion de ADN (Quick-gDNA™ MiniPrep), Kit de purificacién (GeneJet
PCR purification Kit, Thermo Scientific).

Flujo laminar de bioseguridad Class II/AB3 (Nvaire), termociclador (Biometra y
Multigene Labnet international inc.), cuba electroforética (FisherBiotech),
centrifugas (Spectrafuge 24D, Labnet international inc.), equipo de lectura de geles
(Pharmacia Biotech Image Master VDS).
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5.2.- Métodos

5.2.1.- Métodos fenotipicos:
Se confirmé la identificacion de cada aislamiento mediante:

5.2.1.1.- Observacion morfolégica de las colonias. En Agar carbon las colonias se
observan de un color gris perlado, brillantes y abovedadas. La composicion del

medio se encuentra en el Anexo Il.

5.2.1.2.- Tincibn de Gram. Esta técnica permite agrupar las bacterias en Gram
negativas y Gram positivas segun la estructura y grosor de la pared de la bacteria.
Las bacterias Gram positivas poseen una capa gruesa de peptidoglicano y las

Gram negativas una capa delgada y una membrana externa.

Las células previamente fijadas por calor, se tifien con solucién de cristal violeta, se
lavan y se tratan con lugol. El yodo de lugol forma un complejo con el cristal violeta
gue sirve para fijar éste a la célula. Luego se agrega un agente decolorante

(alcohol o acetona) en el cual el complejo yodo-cristal violeta es soluble.

Las bacterias Gram —, al poseer una pared de peptidoglicano fina, permite que el
solvente ingrese y se escape el cristal violeta. Es por este motivo que este tipo de
bacterias se decoloran mientras que las Gram + no, ya que el alcohol produce que
se deshidrate, cerrando los poros de la membrana y no permitiendo que el

complejo salga.

Luego de la decoloraciébn se aplica un colorante de contraste, generalmente
safranina, que hace visibles las bacterias Gram — que habian sido decoloradas.
Entonces, las bacterias Gram + se ven de color azul-violeta y las Gram — se ven

rosadas.

5.2.1.3.- Prueba de oxidasa. La prueba de la oxidasa determina indirectamente la
presencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa. Esta, cataliza la oxidacion del
citocromo c reducido y transfiere electrones (hidrégeno) al oxigeno, con produccion

de agua o peroéxido, segun la especie bacteriana.

El reactivo empleado, el dihidrocloruro de tetrametil-parafenilendiamina, da un

complejo morado en presencia de la enzima. Para esta prueba se utilizan discos
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comerciales (Becton Dickinson) de P-aminodimetilanilina 0.9mg y se considera
positivo el viraje a morado dentro de los 10-15 segundos y negativo cuando no hay

viraje de color.

5.2.1.4.- Crecimiento en Agar Sangre: el crecimiento en Agar Sangre se utiliza para
aislar y cultivar gran cantidad de microorganismos tanto aerobios como anaerobios
nutricionalmente exigentes ya que la peptona y el almidon convierten a este medio
en un medio muy rico. La adicién de sangre, ademas de aportar nutrientes, permite
observar si los microorganismos producen o no la lisis de glébulos rojos o
hemdlisis. B. pertussis, no crece en Agar Sangre pero si tiene la capacidad de

hacer hemdlisis en el medio Agar Bordet-Gengou.

El cultivo en Agar Sangre de B. pertussis se realiza una vez que se confirmé que la
cepa pertenece al género Bordetella. Esto permite diferenciar a B. pertussis del
resto de las especies debido a que como ya se menciond, es la Unica que no crece

en este medio.

Se siembra el microorganismo en placas de Agar sangre y se incuba a 37°C por 48
horas. Luego del tiempo de incubacion, si no hay crecimiento, se considera una

identificacion presuntiva de B. pertussis.

5.2.1.5.- Aglutinacién con antisueros especificos. Esta prueba esta basada en el
hecho de que los anticuerpos presentes en el suero, en respuesta a la exposicion
de los antigenos de B. pertussis, produce la formacion de grumos macroscopicos

(aglutinacion).

Se utilizaron sueros especificos (Remel) anti- B. pertussis y anti- B. parapertussis y
suero fisioldgico para descartar que la cepa sea autoaglutinable. Como control de

los sueros se utilizaron cepas de referencia mencionadas anteriormente.
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5.2.2.- Métodos genotipicos

Los factores de virulencia que se estudiaron mediante la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y su posterior secuenciacion, fueron la
pertactina y la toxina pertussis.

Se realizé la extraccion de ADN mediante la utilizacién de un kit comercial (Quick-gDNA™

MiniPrep) y por hervido.

Posteriormente se procedi6 a la optimizacion de los protocolos de las amplificaciones por
PCR. Los protocolos detallados y sus modificaciones se encuentran en el Anexo lll.

Para amplificar la regiéon 1 del gen prn se utlizaron los cebadores AF, 5'-
GCCAATGTCACGGTCCAA-3', yBR, 5-CGGATTCAGGCGCAACTC-3"; mientras que los
cebadores para ptxS1 fueron, S1F, 5-TAGGCACCATCAAAACGCAG-3, y SIR, 5'-
TCAATTACCGGAGTTGGGCG-3' (Mooi, 2000). Posteriormente, los productos de PCR
se purificaron (GeneJet PCR purification Kit, Thermo Scientific) y se enviaron a secuenciar

a Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

Para secuenciar la regibn 1 de la prn, se usaron los cebadores AF, 5'-
GCCAATGTCACGGTCCAA-3' y AR, 5-GCAAGGTGATCGACAGGG-3' y los cebadores

de ptxS1 son los mismos que se utilizaron para la amplificacion primaria (Mooi, 2000).

Para el andlisis de las secuencias se utilizdé el programa Vector NTI Advanced 11 y la

herramienta BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov).

En el caso de las secuencias de prn, se recurri6 al BLAST para obtener la secuencia
peptidica, ésta nos permitié determinar qué tipo de prn es, observando la cantidad y tipo

de repetidos que la misma presenta en la region 1 (figura 6).
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Figura 6. Variantes descritas hasta el momento del gen prn (Mooi, 2010).
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En el caso del gen ptxS1, se realizaron alineamientos con los principales alelos: S1A
(nimero de acceso: AJ245366) y S1B (numero de acceso: AJ245367) (Mooi, 1998).
Aquellas secuencias que contiene la base nitrogenada adenosina en la posicidon 684 son

denominadas ptxS1A, mientras que las que contengan la base nitrogenada guanina en

dicha posicion son denominados ptxS1noA y se debera continuar con el analisis para

diferenciar dentro de los “noA” (Bottero, 2010) (Figura 7).

PixSTA c T A_A_A
< 585 B84 634656
ptxS18 C T G AA
204 et i B84 694 G0
pixS1D A T G GG
204 fett i B84 694 G55
pixS1E A C G A G
204 it i B4 G54 606

Figura 7. Variantes descritas hasta la fecha del gen ptxS1 (Fiett, 2003).
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

En funcion de los objetivos planteados, se procedié con la confirmacién de los
aislamientos de B. pertussis que se encontraban disponibles en la coleccién de cepas del
DLSP, los cuales habian sido obtenidos a partir de aspirados nasofaringeos extraidos de

nifos entre 1 y 15 meses.

Se confirmé la identificacion de 68 aislamientos de B. pertussis a través de la observacion
de la morfologia macroscopica, técnica de Gram, prueba de oxidasa, aglutinacion con el

suero especifico anti-B. pertussis y el no desarrollo en Agar sangre (Figura 8).

Figura 8: A: crecimiento de colonias en Agar Carbén. B: Coloracién de Gram: cocobacilos Gram - pequefios

Luego de la confirmacién de la identificacion de las cepas B. pertussis, se sometieron por

primera vez en Uruguay a estudios moleculares.

En este trabajo se empled la técnica de PCR para la amplificacion de los genes S1y prn
en todas las cepas (Los resultados de algunos de los aislamientos se muestran en las

figuras 9y 10):
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Figura 9: Amplificacién del gen ptxS1 de 9.3 kbp. Carril 1: Marcador de peso molecular HyperLadder | ;
Carril 2: Bp01; Carril 3: Bp16; Carril 4. Bp18; Carril 5: Bp26; Carril 6: Bp30; Carril 7: Bp42; Carril 8: Bp43;
Carril 9: Bp46; Carril 10: Bp48; Carril 11: Bp68; Carril 12: Bp93; Carril 13: Bp226; Carril 14: Bp228; Carril 15:
Bp230; Carril 16: Bp236; Carril 17: Bp84 (control positivo); Carril 18: Control negativo de la reaccién.

MPM (bp)
10000

2000
1500

1000
800

Figura 10: Amplificacion del gen prn de 1.43 kbp. En el carril 1: Marcador de peso molecular HyperLadder |

(Bioline). Del carril 2 al 7: Cepas problema: Bp13, Bpl4, Bp58, Bp63, Bp64 y Bp67 respectivamente. Carril
8: Cepas Bp84 (control positivo) y carril 9: control negativo de la reaccién.
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Posteriormente se secuenciaron y analizaron los productos de las PCRs para determinar

gué alelos circularon en nuestro pais en el periodo estudiado.

El analisis de las secuencias de los productos obtenidos, dio como resultado que el 100%

de las cepas fueron ptxS1Ay prn2 (Tabla 3, Anexo ) ya que todos los casos presentaban

en su secuencia génica el nucleétido A en la posicion 684 y en la secuencia peptidica dos

repetidos GGAVP y cuatro repetidos GGFGP, respectivamente (Figura 11y 12).

Query 635 GTCAGCCAGCAGACTCGCGCCAATCCCAACCCCTACACATCGLGAAGGTCCGTAGCGTCG
: CLOLEETLULLERLLELEEEE L L LR LR L L LR L LEEL L LLELL
sbjct 681 GTCAGCCAGCAGACTCGCGCCAATCCCAACCCCTACACATCGCGAAGGTCCGTAGCGETCG
Query 695 ATCGTCGGCACATTGGTGCGC GCCGGTGATARGCGCTTGCATGECGLGGCAGRCC
: ERNANNRRANRRANNRNNNNY () RUNNNNRNAY RNNRRA A NARRRRNaNaayuiy,
sbjct 661 ATCGTCGGCACATTGGTGLGC GCCGGTGATARGCGCTTGCATGECECGGCAGECT
Query 755 GAAAGCTCCGAGGCCATGGCAGCCTGETCCGAACGCGCCGECGAGGCGATGETTCTCGTG
: LOLEELLLUELRRLELEERERL L UL LERE L LLEEEEET L LLELL
sbjct 721 GAAAGCTCCGAGGCCATGECAGCCTGGTCCGAACGCGCCGECGAGGCGATGGTTCTCETG
Query 815 TACGAAAGCATCGCGTATTCGTTCTAG 844
: CLLEEETLLELEELELEEREELLLnEi] |
sbjct 781 TACTACGAAAGCATCGCGTATTCGTTCTAG 81e

694
660
754
720
814
780

Figura 11: Fragmento de la secuencia obtenida del gen ptxS1 que fue alineado por BLASTn con la

secuencia de referencia del alelos ptxS1A. El recuadro de menor tamafio rojo corresponde a la posicion 684

y el de mayor tamafio marca el motivo A-A-A (Figura 7).

pertactin, partial [Bordetella pertussis]
Sequence 1D: AHA37331.1 Length: 460 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 285 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities

347 bits(890) 1e-114 Compositional matrix adjust. 266/287(93%) 268/287(93%) 4/287(1

Query 18 LHIGALQSLQPEDLPPSRWLRDTNVTavpasgapaavsvligasE
LHIGALQSLQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASE
Sbjct 2  LHIGALQSLQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASE

VAAMOGAVVHLORAT IRRGDAPAGLANS
Sbjct 62  VAAMQGAVVHLQRATIRRGDAP

Query 198 ".‘n\(l’ﬂf”‘,«u"-,HL§RATIRRGDUP()F_i:r\.[\[‘,f:-.’._r}“_)f':ﬂ:rﬁij‘;“{'ffﬁ

AVPGGAVPGGFGPGGF GPGGFGPGGFGP

Positives Gaps

LTLDGGHITggraag 197
LTLDGGHITGGRAAG
LTLDGGHITGGRAAG 61

fRPREFROVLDGHYG 377
- 2y LOGHYG
JLOGWYG 121

VOVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGCGARRFAP!

Query 378 VDVSGSSVELA§SIVEAPELGMIRVGRGARVTVSGGSLSA?HGNVIETGGARRFAP§§ 557
Sbjct 122 VDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAP:

PLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATEL
Sbjct 182 PLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATEL

Query 738 ASQARWTGATRAGRLAFHGQREPGVRTDNSRGPVG-VRLASDGRR
ASQARWTGATRA  + V TDNS VG +RLASDG

Query 558 PLSITL§AGAHA KALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATEL

181

PSIPGTSIGPLDVAL 737
PSIPGTSIGPLDVAL
PSIPGTSIGPLDVAL 241

LF 875
F

Sbjct 242 ASQARWTGATRAVD-SLSIDNATWVMTDNSN--VGALRLASDGSVDF 285

Figura 12: Andlisis realizado por BLASTtX, se sefialan los repetidos que determinan que la cepa es prn2.
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Esto significa que no se observaron diferencias en la presencia de alelos para los factores
de virulencia estudiados ni entre las cepas de los ultimos dos brotes registrados (2007-

2011) ni con las cepas de los casos esporadicos.

Con los resultados obtenidos, se puede evidenciar ademas que todos los aislamientos
difieren en los dos factores de virulencia estudiados al de las cepas vacunales ya que las
mismas son: prnl/ptxS1B (B. pertussis 134 y Tohama I), prn7/ptxS1D (B. pertussis 509) y
prnl/ ptxS1D (B. pertussis 165) .

La coleccioén de cepas disponible incluye aislamientos a partir del afio 2004, con lo cual no
se cuenta con cepas que hayan sido aisladas en afios mas cercanos al inicio de la
vacunaciéon como para poder ver la evolucidén en el tiempo como si se ha visto en otros

paises como Argentina, Holanda, EUA, Francia, Australia, Polonia, entre otros.

Analisis del gen ptxS1

Varias publicaciones muestran que en Europa la tendencia es el aumento de la presencia
del alelo ptxS1A. En todos los paises, se ve un predominio de los alelos ptxS1B y ptxS1D
en las décadas del 60’ y 70’. En Holanda, por ejemplo, hasta la década de los 60’ el 59%
de las cepas eran ptxS1B vy el restante 41% era ptxS1D (Mooi, 2001), los cuales son los
alelos presentes en la vacuna. Sin embargo, en la actualidad, todas las cepas son ptxS1A
(van Gent, 2012). A partir de 1986, afio en que se aislé la primera cepa ptxS1A en Reino
Unido, este alelo comenzd a ser mas frecuente, hasta llegar el 2009 donde todas las
cepas fueron ptxS1A, esta tendencia continla hasta la actualidad (Litt, 2009). En Francia,
sucedi6é algo similar que en Reino Unido ya que a partir de 1991, todas las cepas
analizadas hasta 2001 son ptxS1A (Godfroid, 2005). Al igual que en los otros paises
mencionados, en Finlandia, hasta mediados de las 60’ el 100% de las cepas eran ptxS1B
y luego de los 80’ hasta la actualidad, son el 100% de las cepas ptxS1A (Elomaa, 2005).
En Polonia, Unico pais donde se continta administrando la vacuna celular en nifios y que
recién en 2004 incluy6 la vacuna acelular en adolescentes, hasta el afio 1978 el alelo
predominante era el ptxS1B, y posteriormente se observd que hacia el afio 2003, el alelo
predominante es ptxS1A (Gzyl, 2004). En la actualidad, todas las cepas aisladas en
Polonia son ptxS1A (Mosiej, 2015).
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En los paises tomados como referencia en América del Norte, Estados Unidos y Canada,
se puede apreciar que tienen la misma tendencia que los paises europeos. Hubo un
cambio en la presencia de alelos, pasando de encontrarse en EUA, luego de los 70,
mayoritariamente alelos ptxS1B y ptxS1ID (95% en conjunto) a encontrarse
mayoritariamente ptxS1A (78% pertenecen a cepas ptxS1A y el restante sélo a cepas
ptxS1B) (Cassiday, 2000) y en la actualidad, el 100% de los aislamientos son ptxS1A
(Schmidtke, 2012). Lo mismo sucede en Canada, pasando de ser el 100% de las cepas
ptxS1B en los 60’-70’ a ser 100% ptxS1A luego de la década de los 80’ (Shuel, 2013).

En cuanto al hemisferio sur: en Argentina se puede observar un rapido incremento del
alelo ptxS1A a partir de la década de los 80’ siendo la prevalencia del alelo ptxS1A del
94.9%. Dicho pais no presenta datos del gen ptxS1 de la época pre-vacunal (Botero,
2010).La evolucién de este gen en Australia tiene un patrén similar: luego de los afios 70°

todas las cepas pasaron de ser ptxS1B a ser ptxS1A (Poynten, 2004).

Para la mayoria de los paises donde se registro el alelo ptxS1D, el descenso de los
porcentajes de su prevalencia se da a partir de mediados de los 70’ (Mooi, 2001;Weber,
2001; Cassiday, 2000).

Anédlisis del gen prn

En relacion al otro factor de virulencia estudiado, la pertactina, existe un aumento
sostenido del alelo prn2 desde su aparicién en la época de los 60’ con una fuerte

presencia a partir de los 90’.

Dentro de Europa se puede observar que en Holanda, hasta los afios 80’ solo se aislaron
prnl, luego de ese afio se comenzaron a aislar cepas prn2 y prn3. Hasta el afio 1990, el
porcentaje de aislamientos prn2 fue del 15%, mientras que el de prn3 fue del 16%. El
resto de las cepas (69%) fueron prnl (Mooi, 2001). Luego de los 90’, se observa un
aumento pronunciado del alelo prn2 y en la actualidad, todas las cepas son prn2 (van
Gent, 2011). En Reino Unido, hay una similitud con Holanda ya que antes de la década de
los 60’s, so6lo se aislaron cepas prnl, a finales de los 80’s y principios de los 90’s, se
puede observar que siguid siendo predominante el alelo prnl aungue en menor

proporcién (73% de los casos), aislAndose también los primeros casos de aislamientos
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prn2 y prn3. A principios del siglo XXI, manteniéndose hasta el dia de hoy, el alelo prn2
supera el 90% de los casos (Litt, 2009). En Francia, antes de los 90’, todas las cepas eran
prnly después del afio 1993 se empezaron a aislar cepas prn2 y prn3 (Weber, 2001). En
la actualidad el 75% las cepas tienen alelos prn2, el restante porcentaje se divide entre
cepas prnl (5%) y prn3 (20%) (Godfroid, 2005). En Finlandia, hasta los afios 70’ todas las
cepas eran prnl, y fue en el afio 1999 donde se aislo la Ultima cepa prnl. A partir de los
80’ se aislaron nuevos alelos: prn2, prn3 y prn4, siendo el primero el predominante
(Elomaa, 2005). Pese a ser el Unico pais en mantener la DTP en infantes, Polonia
presenta la misma tendencia que el resto de los paises, ya que antes de 1970 las cepas
eran prnl y luego de los 90’ comenzaron a aislarse cepas prn2 y prn4 (Godfroid, 2005). A
pesar de observarse nuevos alelos, en la actualidad continla apareciendo el alelo prnl.
En los aislamientos colectados en ese pais entre los afios 2000 y 2013, el 50% de las
cepas son prnly el 50% de las cepas son prn2 (Mosiej, 2015).

En EUA todas las cepas anteriores a los afios 70’ eran prnl y en 1975 se aislaron las
primeras cepas prn2, conformando un 5% del total de las cepas aisladas. Las cepas prn2
a partir de su aparicibn comenzaron a aumentar y para el afilo 2000 eran el 70% de los
casos (Cassiday, 2000). Actualmente, cerca del 98% de las cepas son prn2 (Pawloski,
2013). En Canada, al igual que en EUA, hasta 1970 todos los aislamientos eran prnl.
Hacia los afios 80’ esto cambié y se comenzaron a aislar cepas prn2 y prn3, siendo
mayoritario el aislamiento del primero, cuya presencia en el afio 2006 era de un 82%
(Sheul, 2013).

En Argentina se registra la presencia creciente desde la década de los 80’ del alelo prn2
(Bottero, 2010), mientras que en Australia se encontraron cuatro tipos de prn: prnl, prn2,
prn3 y prnll. Antes 1989, el 81% de las cepas eran prnly el 19% era prnll. Luego del
afo 1989, aparecieron dos alelos nuevos, prn2 en un porcentaje de 11% y prn3 en un
porcentaje de 42%, disminuyendo el porcentaje de prnl a un 47% (Poynten, 2004). En la

actualidad, todas las cepas aisladas en Australia son prn2 (Lam, 2014).

A partir del afilo 2000, comienzan a aparecer en Francia y EUA cepas que no presentan el
gen prn o se encuentra mutado, lo que trae como consecuencia que estas cepas sean
PRN negativas (“PRN -”) (Bouchez, 2009; Pawloski, 2013). Después del afio 2010,

aparecieron también cepas PRN- en otros paises como Japon y Australia (Otsuka, 2012;
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Lam, 2014). Sin embargo, en Polonia, Unico pais europeo que sigue utilizando la vacuna
celular, no se han encontrado cepas PRN - (Mooi, 2015). La importancia de la ausencia
de la proteina PRN radica en su contribucion al escape de la bacteria frente a la presion
ejercida por la vacuna. Estudios realizados en modelo animal con ratones inmunizados y
otros no inmunizados con vacuna acelular, demostraron que las cepas PRN- presentaban
mayor fitness que las cepas que producian PRN en cuanto a su habilidad para colonizar
los pulmones y trdquea en los ratones inmunizados con dpaT (Safarchi, 2015).

Ademas, a pesar de que estas cepas PRN- no tienen su principal adhesina, B. pertussis
cuenta con una gran cantidad de factores de virulencia, como por ejemplo las fimbrias y la
hemaglutinina filamentosa, que le permiten poder infectar al hospedero(Lam, 2014).
Dados estos resultados en la diferencia de los alelos que circulan en las poblaciones de
B. pertussis con los presentes en las vacunas y la aparicion de cepas PRN-, se estan
planteando nuevas alternativas para las vacunas existentes. Algunas de las variantes
seria modificar uno o0 mas de los componentes de la vacuna acelular, para que coincidan
con los antigenos de las cepas de B. pertussis circulantes, aumentar el contenido de la
toxina pertussis, o cambiar el método de detoxificacion de la toxina pasando de ser
quimico a genético. Ademas, se esta evaluando la posibilidad de agregar nuevos

antigenos, como puede ser la toxina adenilato ciclasa (Meade, 2014).

Correlacion de los resultados obtenidos con datos generados por electroforesis en campo
pulsado (PFGE)

En el DLSP se estudi6 la misma coleccién de cepas por PFGE (Varela S., comunicacion
personal). Esta técnica permite separar moléculas de gran tamafo en funcién de su
capacidad para moverse a través de los poros del gel de agarosa, cuando éste es
sometido a un campo eléctrico variable tanto en direccion como en intensidad. Esto
genera que la velocidad en que migran las moléculas sea directamente proporcional al

tamafno de las mismas.

Para realizar la digestion del ADN, se utiliz6 la enzima de restriccibn de corte poco
frecuente Xbal (origen bacteriano Xanthomonas badrii, Thermo scientific) y el protocolo

para la corrida electroforética por especificado Advani y colaboradores (2004). Dada la
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homogeneidad genética del patdogeno se consideraron como pulsotipos distintos aquellos

gue presentaran una o mas bandas de diferencia (Advani, 2004 y Haghighi, 2014).

Al estudiar los aislamientos por PFGE, se identific6 un pulsotipo mayoritario denominado
A (42 de los 68 aislamientos, 61,8%), un pulsotipo Al (21/68 casos, 30,9%) que
presentaba 2 bandas de diferencia con el pulsotipo A y pulsotipos A2, A3, A4, A5 y A6,
todos ellos representados por un Unico aislamiento (Varela S., comunicacion personal).
También se analizaron las mismas cepas de referencia utilizadas en este trabajo (Tohama

| y Bp509), presentando perfiles diferentes a los encontrados en las cepas clinicas (Figura

13).
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Figura 13: Andlisis de aislamientos clinicos de B. pertussis mediante PFGE. Carril 1 y 10: Marcador de peso
molecular, S. braenderup, serotipo H9812. Del carril 2 al 9: Cepas problema con sus respectivos pulsotipos:
Bp67, Bp91, Bp93, Bp259, Bp385, Bp245, Bpl62, Bp377.

Con los resultados generados se realizd un analisis de similitud y se construyo un

dendrograma utilizando el programa GelCompar Il 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica)
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(Figura 14). En el dendrograma se puede ver que las cepas clinicas presentan una
similitud del 89% entre ellas, mientras que con las cepas de referencia tienen una similitud
menor a 70%. Si bien el andlisis realizado por PFGE, revela mayor diversidad entre las
cepas clinicas que la hallada por secuenciacién, encontrandose 2 perfiles diferentes
mayoritarios (2 bandas de diferencia entre si), también se observa que las cepas clinicas
son diferentes a las cepas de referencia no solo en los alelos de pertactina la toxina

pertussis sino en sus perfiles genéticos.
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Figura 14: Dendrograma de B. pertussis. Primera columna: Cepas problema; segunda columna: perfil de
pulsotipo; tercera columna: alelo ptxS1; cuarta columna: tipo de alelo prn; quinta columna: fecha de

aislamiento; sexta columna: n° de aislamientos.

El pulsotipo mayoritario A, estuvo presente en todos los periodos a excepcion del ultimo,
mientras que el pulsotipo Al se encuentra en todo el periodo de estudio. Las cepas de los
perfiles A2 y A3 se aislaron en los dos ultimos brotes, 2007 y 2011-2012,
respectivamente. Los otros tres perfiles, A4, A5 y A6, se obtuvieron de cepas aisladas en
periodos donde no hubo brote; mientras que A5 estuvo presente en el periodo 2008-2009,

tanto A4 como A6 fueron aislados en el periodo 2012-2013 (Figura 15).
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Figura 15: Grafico que muestra los diferentes subtipos de pulsotipo A segun los afios donde fueron
colectados.
Todas las cepas clinicas analizadas compartian el mismo pulsotipo y coincidian en los
alelos para los factores de virulencia estudiados: pulsotipo A ptxS1A/prn2. Las cepas
vacunales presentaron perfiles diferentes al de los aislamientos clinicos y diferentes entre
si: Bp 509 (pulsotipo B) y Tohama | (pulsotipo C), y también difieren en cuanto a los alelos
de ptxS1y prn (Figura 14). Estos resultados ponen de manifiesto una correlacion entre los

pulsotipos y los factores de virulencia estudiados.

Esta correlacién entre la variacién antigénica y PFGE ya se habia visto en otros trabajos
(Hallander, 2005; Bottero 2010), aunque la técnica de PFGE es mas discriminativa. En
este estudio se identificaron 7 pulsotipos (A-A6) con pequefias variaciones (89% de
similitud en el dendrograma) y una sola combinacion de alelos para los factores de

virulencia analizados.
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7.- CONCLUSIONES

A pesar de que la tos convulsa es una enfermedad inmunoprevenible cuya vacuna tiene
una alta cobertura en paises desarrollados, se ha observado una reemergencia de la

enfermedad. Esta reemergencia puede deberse a varios factores:

- Mayor conciencia del problema

- Mejora en el diagnostico

- La disminucion en el tiempo de la inmunidad inducida por vacuna.

- Disminucién en la eficacia por cambios en el esquema de vacunacion.

- Vacunas acelulares subdptimas.

- Adaptacion del patégeno a las vacunas, lo que lleva a encontrar variantes
genotipicas de las cepas aisladas en la actualidad frente a las cepas

aisladas en la era pre-vacunacion.

La contribucién de estos factores puede diferir entre paises y continda sujeto a debate.

No obstante de las hipétesis planteadas, luego de la vacunacién masiva hubo un cambio
epidemiologico de la enfermedad, ya que pasé de afectar a nifios de edad escolar a
afectar lactantes. Dentro del cambio epidemiolégico también hubo un cambio en el
reservorio, pasando de ser los nifios en edad escolar a ser los adultos que transmiten la

enfermedad a los lactantes sin vacunacion.

Mediante este trabajo se estudiaron por primera vez en Uruguay, dos de los principales
factores de virulencia de este patégeno, la toxina pertussis y la pertactina. Se observo que
todas las cepas estudiadas que se encuentran en la coleccion del DLSP (n=68)
presentaban los alelos prn2 y ptxS1A, los cuales son diferentes a los alelos que se
encuentran en las vacunas que se administran en Uruguay, los cuales son prnl/prn7 y
ptxs1B/ptxsiD.

La presencia de estos alelos en las cepas estudiadas se encuentra en concordancia con
los datos publicados de paises de todo el mundo con una alta cobertura de vacunacion,
donde ademas constatan que ha habido una sustitucion de las variantes que se utilizan

para la producciéon de vacunas.
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Los mismos 68 aislamientos clinicos, fueron analizados también por electroforesis en
campos pulsados (Varela S, comunicacion personal). Se encontr6 que mediante esta
técnica, B. pertussis también es un patdgeno sumamente homogéneo ya que presenta un
dos pulsotipos predominantes y cinco pulsotipos altamente relacionados. Ademas, se
pudo observar que los pulsotipos son distintos a los perfiles observados en las cepas
vacunales que se utilizaron como referencia.

Definir las causas de esta reemergencia y persistencia de B. pertussis es de gran
importancia para poder mitigar este problema de salud publica.

La puesta a punto de las técnicas para la caracterizacion de estos factores de virulencia
fortalece la vigilancia epidemiologica de este microorganismo, ya que se generé una linea
de base que permitiria evaluar los efectos de las intervenciones con vacunas en el tiempo.
Aunque los métodos para el diagnéstico de laboratorio de la tos convulsa han
evolucionado y la PCR es el método mas rapido y sensible, los laboratorios de referencia
no deben dejar de aislar el microorganismo para poder analizar su evolucion en respuesta

a diferentes estrategias de vacunacion y monitorear la sensibilidad a los antibiéticos.
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8.- PERSPECTIVAS

Los resultados de esta Tesina permitieron establecer una linea de base de las cepas
aisladas en Uruguay. Partiendo de esta base, se podrd identificar tendencias o nuevas
variables que puedan surgir.

Dado que las vacunas acelulares generalmente estan compuestas de tres a cinco factores
de virulencia, para complementar la informacioén generada, se podria realizar el estudio de
la distribucion de otros factores de virulencia que se encuentran en la vacuna acelular
como es el caso de la hemaglutinina filamentosa (FHA) o las fimbrias (FIM). En el caso de
la FHA, hay cepas descritas con la proteina adhesiva y otras cepas sin ella (Locht, 1993)
y en el caso de las fimbrias se han encontrado dosvariables, FIM2 y FIM3 (Barkoff, 2014).

Por otra parte, para complementar alin mas la linea de base, se podra utilizar la técnica
de (MLST), la cual es una técnica para caracterizar especies bacterianas a través de la
secuenciacion de ADN, generalmente, se utilizan fragmentos de siete genes constitutivos.
B. pertussis, es un patégeno particularmente homogéneo; debido a esta caracteristica, se
encontré que no habia un polimorfismo considerable en los genes constitutivos, lo que
llevd a la necesidad de recurrir a genes que codifican para proteinas de la superficie de la
bacteria para poder realizar el analisis. Después del analisis con los genes ptxS1, ptxS3y
tcfA, se caracterizaron 5 MLST. Los dos primeros, se correlacionan con la era pre-vacunal
mientras que MLST-3 se encontré durante el periodo donde se aplicaba sélo la vacuna
celular. Los otros dos perfiles, MLST-4 y MLST-5, aparecieron a partir de la década del
90’ (van Loo, 2002).
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10.- ANEXOS

ANEXO I: Tabla 3: Lista de cepas de B. pertussis en Uruguay entre los afios 2004 y 2015

. , RESULTADOS
Cepa Sexo | Edad Fecha | Vacunacion | Pulsotipo
Pertactina Toxina pertussis

Bp 01 F 4m 2/04/04 1 dosis Al prn 2 S1A
Bp 13 M 8m 10/08/04 2 dosis Al prn 2 S1A
Bp 14 F 4m 3/09/04 N/C A prn 2 S1A
Bp 16 F 1m22d 8/09/04 N/C Al prn 2 S1A
Bp 18 M 1mld 20/10/04 N/C Al prn 2 S1A
Bp 26 M 6m 6/12/04 1 dosis Al prn 2 S1A
Bp 30 F 3m 29/12/04 S/ID Al prn 2 S1A
Bp 39 F 2m 17/07/05 S/D A prn 2 S1A
Bp 42 M 1m19d 30/10/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 43 M 52d  30/10/07 N/C Al prn 2 S1A
Bp 46 M 2m 9/11/07 S/ID Al prn 2 S1A
Bp 48 M 2m 12/11/07 S/D Al prn 2 S1A
Bp 51 M 28d  14/11/07 N/C Al prn 2 S1A
Bp 56 F 2m25d 20/11/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 58 F 10m  22/11/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 61 F 4m 23/11/07 S/ID A prn 2 S1A
Bp 63 F 5mlld 27/11/07 S/ID Al prn 2 S1A
Bp 64 F 3m 29/11/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 67 F 1m26d 30/11/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 68 F 1m 30/11/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 69 F 3m 3/12/07 S/D Al prn 2 S1A
Bp 71 F 3m 5/12/07 S/ID A prn 2 S1A
Bp 73 M 1m 5/12/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 75 F 3m24d  8/12/07 S/ID A prn 2 S1A
Bp 82 M 1m 18/12/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 84 F 1m 22/12/07 N/C A prn 2 S1A
Bp 85 F 3m 22/12/07 S/ID A prn 2 S1A
Bp 86 F 5m  24/12/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 90 F 2m 26/12/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 91 M 4m 26/12/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 93 M 4m 27/12/07 S/D A2 prn 2 S1A
Bp 94 M 2m 27/12/07 S/D A prn 2 S1A
Bp 95 F 3m 27/12/07 S/D Al prn 2 S1A

S/D- Sin datos

N/C- No corresponde por edad
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RESULTADOS

Cepa Sexo | Edad Fecha | Vacunacion | Pulsotipo . . -
Pertactina Toxina pertussis
Bp 97 M im 28/12/07 N/C Al prn 2 S1A
Bp 110 M 4m 30/04/08 S/ID Al prn 2 S1A
Bp 112 F 2m 5/05/08 S/D A prn 2 S1A
Bp 114 F 3m 14/05/08 S/D A prn 2 S1A
Bp 139 F 3m13d 12/12/08 S/ID A prn 2 S1A
Bp 162 F 2m 1/12/09 S/ID A5 prn 2 S1A
Bp 201 F 13m 4/10/11 S/D A prn 2 S1A
Bp 205 F 22d 7/10/11 N/C A prn 2 S1A
Bp 223 F 1mi5d 15/11/11 N/C A prn 2 S1A
Bp 226 F 1m 17/11/11 N/C Al prn 2 S1A
Bp 228 M 5m 18/11/11 N/C A prn 2 S1A
Bp 230 F 11m | 21/11/11 2 dosis A prn 2 S1A
Bp 231 M la 21/11/11 Si A prn 2 S1A
Bp 236 F 2m 23/11/11 S/D A prn 2 S1A
Bp 241 F la3m 25/11/11 3 dosis A prn 2 S1A
Bp 242 M 4m24d 28/11/11 2 dosis Al prn 2 S1A
Bp 245 M 3m 30/11/11 S/D Al prn 2 S1A
Bp 246 M m 30/11/11 3 dosis A prn 2 S1A
Bp 247 F 24d 2/12/11 N/C A prn 2 S1A
Bp 250 F la 7/12/11 S/D A prn 2 S1A
Bp 253 M 3m 9/12/11 S/ID A prn 2 S1A
Bp 254 F m 12/12/11 1 dosis A prn 2 S1A
Bp 255 F m 12/12/11 3 dosis A prn 2 S1A
Bp 257 F 8m 13/12/11 2 dosis A prn 2 S1A
Bp 259 M 4m 15/12/11 S/D A3 prn 2 S1A
Bp 267 F 3m 23/12/11 1 dosis A prn 2 S1A
Bp 270 M la 27/12/11 vacunado A prn 2 S1A
Bp 273 M 5m 29/12/11 2 dosis A prn 2 S1A
Bp 331 M 3ml2d 26/11/12 S/ID A prn 2 S1A
Bp 335 F m 3/01/13 2 dosis Al prn 2 S1A
Bp 377 F 2m 2/06/14 N/C A6 prn 2 S1A
Bp 380 F 2m 5/11/14 No Al prn 2 S1A
Bp 385 F 3m 11/03/15 1 dosis A4 prn 2 S1A
Bp 386 M 4m 12/03/15 1 dosis Al prn 2 S1A
Bp 509 Hol. prn 7 S1D
Bp Tohamall prn 1 S1B

S/D- Sin datos

N/C- No corresponde por edad
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ANEXO I

Medio Agar Carbdn

Composicion:
Concentracion del medio por litro
Peptona bacterioldgica 10,0 gr.
Extracto de carne 10.0 gr.
Almidon soluble 10.0 gr.
Carbén vegetal 4.0 gr.
Cloruro de sodio 5.0 gr.
Acido nicético 0.01 gr.
Sangre desfibrinada de caballo 10 %
Penicilina -
Agar 12.0 gr.
pH final 7.4 £ 0.2

El almidon y el carbén absorbe los acidos grasos toxicos, los radicales y peréxidos. El
acido nicético es una vitamina que favorece el crecimiento de la bacteria. La sangre de
caballo proporciona factores de crecimiento complejos y reduce aun mas el efecto toxico

de los peroxidos.

En este medio, al ser enriquecido, pueden crecer todo tipo de microorganismos, se aflade
penicilina como agente selectivo para suprimir parcialmente la flora normal de las vias
respiratorias ya que actla sobre las paredes celulares de las bacterias al inhibir la

transpeptidacion, lo que impide la sintesis de las mismas.
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Medio Agar Sangre

Composicion:

Concentracion del medio por litro

Tripteina 15.0 gr.

Peptona de soya 5.0 gr.

Cloruro de sodio 5.0 gr.

Agar 15.0 gr.

pH final 7.4 £ 0.2

La tripteina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos en péptidos, aminoacidos libres,
bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas. La peptona de soya aporta también
carbohidratos que estimulan el crecimiento de muchos microorganismos. El cloruro de
sodio mantiene el balance osmotico. Adicionado con 5-10 % sangre, se logra un medio
enriquecido y adecuado para observar la posible presencia de hemadlisis.

Este medio permite el crecimiento de la mayoria de los microorganismos. Sin embargo,
Bordetella pertussis tiene la particularidad de no crecer en este medio. Esta caracteristica

es lo que permite diferenciar esta especie de otras de su género.
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ANEXO Il

A) Protocolo de amplificacién del gen prn:

En un principio, para la amplificacion del gen prn, se utilizaron reactivos Invitrogen y la
temperatura de alineamiento era de 55 °C.

Estas primeras PCRs amplificaron pero tenian bandas inespecificas, por este motivo, se
realizaron cambios en el protocolo: inicialmente se aumentd la temperatura de
alineamiento (hasta 5 °C). Como continuaba la deteccién de bandas inespecificas, se
decidi6 cambiar la marca de los reactivos, utilizando a partir de ese momento reactivos
Roche, y se adicion6 también dimetilsulféxido (DMSO) al 10 %, ya que esta sustancia
mejora el rendimiento de la PCR y la especificidad de la reaccién (Proenza-Alfonzo,
2013). Con estos cambios se logrdé conseguir la banda especifica de 1.43 kbp y eliminar

las bandas inespecificas.

Cebadores:

prn AF: 5" - GCCAATGTCACGGTCCAA - 3
prn BR: 5" - CCGGATTCAGGCGAACTC - 3

Programa de amplificacion:

95°C 3 min
30 95°C 20 seg
ciclos 55°C 30 seg
72°C 1 min
72°C 7 min

Almacenar a 4 °C
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Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL):

10mM Tris-HCI (10X): 5 pL 1X
MgCl, (25 mM): 7 pL 2.5mM
dNTP mix (2.5 mM cada uno): 4 puL 0.25 mM
prn AF: 4 yL (10mM) 0.8 mM
prn BR: 4 yL (10mM) 0.8 mM
DMSO 10%: 5 uL

Taq: 0.4 uL

H,0: 20.6 uL

ADN: 4 uL

B) Protocolo de amplificacion del gen S1

En relacibn a la amplificacion del gen ptxS1l, también encontrabamos bandas
inespecificas en las primeras PRCs realizadas, por eso se cambiaron los reactivos
Invitrogen por reactivos Roche y se agregd6 DMSO al 5% (Proenza-Alfonzo, 2013).
Ademas, se aumentd la temperatura de alineamiento, de 55°C a 59°C. Con estas
modificaciones, realizadas de una por vez, se consiguié la amplificacidbn de una banda

Unica de 9.3 kbp y eliminar las bandas inespecificas.

Cebadores:

S1F2:5 - CCCCCTGCCATGGTGTGATC - 3
S1R2:5 - AGAGCGTCTTGCGGTCGATC - 3

Programa de amplificacién:

95°C 3 min
30 95°C 15 seg
ciclos 59°C 15seg
72°C 1 min
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72°C 10 min

Almacenar a 4 °C

Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL):

10mM Tris-HCI (10X): 5 pL 1X
MgCl, (25 mM): 7 pL

dNTP mix (2.5 mM cada uno)4 pL

S1 F2:4 yL (10mM) 0.8 mM
S1 R2: 4 yL (10mM) 0.8 mM
DMSO 5%: 2,5 uL

Taqg: 0.4 pL

H,0: 23,1 uL

ADN: 4 pL

25 mM
0.25 mM
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