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Estudio comparativo de la sensibilidad entre
el cultivo y la reaccion en cadena de
la polimerasa para la deteccion de Bordetella
pertussis a partir de muestras de hisopado
nasofaringeo.

Comparative study of culture and sensitivity polymerase chain reaction in the diagnosis of
Bordetella pertussis from nasopharyngeal swab specimens.
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RESUMEN

La tosferina es una enfermedad infecciosa causada por
Bordetella pertussis, que se diagnostica mediante el culti-
vo como técnica de referencia, la cual tiene como limitante
una baja sensibilidad. Es debido a esto, que el presente
trabajo se centr6 en evaluar a la técnica de PCR a punto
final amplificando las secuencias 1S481 y PT, como una
metodologia alternativa diagnostica a partir de 100 mues-
tras pareadas de hisopado nasofaringeo de pacientes
provenientes de distintas regiones de Venezuela. Dichas
muestras pareadas constaron de un hisopado para reali-
zar el cultivo bacteriano y el otro para la deteccion de ADN
especifico. La identificacion microbiolégica de B. pertussis
incluy6 el aislamiento del microorganismo en agar Re-
gan-Lowe, identificacion bioquimica y la confirmacion por
coaglutinacion. El analisis de los resultados fue realizado
empleando el programa SPSS 21.0.0., usando como he-
rramienta estadistica el test de McNemar. La sensibilidad
obtenida por el protocolo de PCR a punto final fue 50%, en
concordancia con reportes previos. De acuerdo al valor de
p=0,002 obtenido, la deteccion de B. pertussis mediante
los dos métodos presentd una diferencia para el diagnds-
tico de tosferina estadisticamente significativa, por lo que
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ABSTRACT

Whooping cough is an infectious disease caused by Bor-
detella pertussis, diagnosed by culture as a reference te-
chnique, which has low sensitivity as limiting. It is becau-
se of this that the present work focused on evaluating the
PCR technique endpoint amplifying IS481 and PT sequen-
ces, as an alternative methodology diagnostic from 100
paired samples of nasopharyngeal swabs from patients
from different regions of Venezuela. Such paired samples
comprised a swab for bacterial culture and the other for
detection of specific DNA. Microbiological identification of
B. pertussis included the isolation of the microorganism in
agar Regan-Lowe, biochemical identification and confir-
mation by Coagglutination. The analysis of the results was
performed using the SPSS program 21.0.0., as a statistical
tool using the McNemar test. The sensitivity obtained by
the PCR protocol endpoint was 50%, consistent with pre-
vious reports. According to the value of p = 0.002 obtained,
detection of B. pertussis by the two methods showed a
difference for the diagnosis of pertussis statistically signifi-
cant, so it is not indifferent both diagnostic techniques em-
ployed. However, it is recommended to use both methods
in combination to increase the likelihood of diagnosis.
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no es indiferente emplear ambas técnicas diagnosticas.
Sin embargo, se recomienda emplear en forma combina-
da ambas metodologias para incrementar la probabilidad
de realizar el diagnostico.

Palabras Claves: Bordetella pertussis, cultivo microbiold-
gico, PCR, sensibilidad diagnéstica, tosferina, gen 1S481,
gen PT.

INTRODUCCION

La tosferina es una enfermedad muy contagiosa,
con tasas de ataque de hasta el 80% en personas sus-
ceptibles (V' y que en Venezuela se incluye dentro del
llamado sindrome coqueluchoide ?. La enfermedad es
causada por la bacteria Bordetella pertussis que es un
bacilo aerobio, Gram-negativo, pleomarfico, no movil,
que afecta exclusivamente al ser humano. Se estima
que cada afio se presentan entre 20 y 40 millones de
casos de infecciones por B. pertussis en el mundo, de
las cuales el 90% ocurre en paises en desarrollo ©.
Adicionalmente, se ha evidenciado que aproximada-
mente un 70% de los casos de tosferina se presentan
en lactantes ™.

El aislamiento en cultivo representa el procedi-
miento de referencia para el diagndstico microbiolégico
de la infeccion por B. pertussis®. Sin embargo, pese a
que posee una especificidad de 100%, la sensibilidad
suele ser muy baja, llegando a alcanzar cifras de 12 a
26% &% 7. Debido a esto, la técnica de PCR a punto
final ha sido ampliamente utilizada en el diagndstico de
B. pertussis ya que ha demostrado ser mas sensible
que el cultivo y que la serologia en la fase paroxistica;
obteniéndose resultados con una sensibilidad de 21 a
61% © y de una manera mas rapida (24 o 48 horas).
Para el diagndstico molecular se han reportado dife-
rentes secuencias diana en el genoma de B. pertussis,
sin embargo, algunos investigadores sefialan a la se-
cuencia de insercion altamente repetida 1IS481 como el
blanco idéneo para su deteccion por su alto numero de
copias ®. Otros blancos de amplificaciéon usados son
la region promotora del gen que codifica para la toxina
pertussis (PT) el cual es especifico para B. pertussis
©), asi como el gen de la adenilatociclasa (1. De dicho
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genoma, la region 1S481 y la del gen promotor de la
toxina pertussis, son los blancos mas frecuentemente
utilizados en la deteccién molecular de B. pertussis al
obtenerse mejores resultados en muestras clinicas, por
ser altamente sensibles y especificos al usarse conjun-
tamente 1. 12),

El manejo efectivo de los brotes de tosferina, con-
siderado un problema de salud publica, requiere un
diagnostico altamente sensible y especifico que permi-
ta iniciar las medidas necesarias para su resolucion ('),
Sin embargo, es importante destacar que la ausencia
de un buen estandar de referencia, ha dificultado la
evaluacion e implementacion de la PCR como método
diagndstico (12

Con la finalidad de promover el desarrollo de téc-
nicas que permitan un diagnéstico altamente sensible
y especifico para adecuar los esquemas de tratamiento
de una manera rapida e igual de eficaz, el objetivo del
trabajo fue la evaluacion de la sensibilidad y especifici-
dad de técnicas moleculares implementadas por el La-
boratorio de Aislamiento e Identificacion Bacteriana del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”’, en com-
paracion al cultivo microbiolégico, para la deteccion de
B. pertussis en muestras de hisopados nasofaringeos.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon y muestra

Se seleccionaron 100 muestras pareadas al azar
de hisopados nasofaringeos del banco de muestras del
Laboratorio de Aislamiento e Identificacion Bacteriana
del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, las
cuales fueron tomadas empleando hisopos de alginato
de calcio e hisopos de dacrén, para el cultivo de B.
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pertussis y la determinaciéon por PCR, respectivamen-
te; procesandose un total de 200 muestras recibidas en
un periodo comprendido entre los afios 2011 y 2013.

Para este estudio se incluyeron unicamente mues-
tras pareadas de pacientes definidos por el médico
tratante como caso sospechoso o caso probable de
padecer el sindrome coqueluchoide @ y provenientes
de diversas partes de Venezuela; sin importar el grupo
etario, sexo o condicidon socioecondmica.

Los hisopos de dacron fueron almacenados a
-20°C, mientras que los hisopos de alginato de calcio
en agar Regan-Lowe fueron conservados a 4 °C hasta
Su procesamiento.

PROCEDIMIENTOS

Diagnoéstico microbiolégico

La identificacion de especies de B. pertussis a par-
tir de hisopados nasofaringeos de alginato de calcio,
incluyo el aislamiento del microorganismo en cultivo de
agar-carbon Regan Lowe suplementado con 10% de
sangre de caballo y cefalexina (40 mg/L), elaborado en
el Laboratorio de Medios de Cultivo del Instituto Na-
cional de Higiene “Rafael Rangel”. Es importante men-
cionar, que toda muestra donde aparecieran colonias
sospechosas en el agar Regan-Lowe, con morfologia y
tincion de Gram sugestiva, asi como bioquimicamente
mostrara actividad catalasa positiva, oxidasa positiva y
ureasa negativa, ademas de una aglutinacion aprecia-
ble mediante el analisis con antisueros Difco® (Becton,
Dickinson and Company), se considerd positiva para el
cultivo de B. pertussis.

Diagnéstico molecular

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de los hi-
sopados nasofaringeos, empleando el kit de extraccion
por método de columna de silica-gel, de marca QIA
amp® DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania), Cat
No/ID 51306, mediante el protocolo de purificacién de
ADN total.

Deteccién de los genes
Se detectd la secuencia de insercion altamente
repetida IS481 de 187 pb amplificada con los cebadores

Forward 5 -GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT-3"
y Reverse 5 -TTCAGGCACACAAACTTGATGGG-
CG-3" ) Ademas se detectd el gen promotor de la
toxina mediante los cebadores Forward 5'-CCAACG-
CGCATGCGTGCAGATTGCTC-3" de 26 pb y Reverse
5-CCCTCTGCGTTTTGATGGTGCCTATTTTA-3'de
29 pb que amplificaron un fragmento de ADN de 191
pb, el cual es especifico para B. pertussis ©. Se consi-
derd positivo por PCR aquel paciente que mostrara las
dos bandas caracteristicas en el gel de electroforesis
correspondientes al gen 1S481 y el gen PT.

Se empled el mismo protocolo de amplificacion
para las dianas genéticas 1S481 y PT. La amplificacion
se realizé en un volumen final de 25 pL conteniendo 1
pL de Tris/HCI 10X, pH 8, 1 yL de MgCl, 50 mM, 1 L
de dNTP 2mM, 1 pL de cada cebado, 0,15 uL de Taq
polimerasa y 3 yL de cada muestra. Todos los compo-
nentes de la PCR utilizados fueron de la casa comercial
Invitrogen® (California, EE.UU.), Cat No 10297-018.
Las condiciones de ciclado fueron: un ciclo de predes-
naturalizacion/activacion de la enzima a 94 °C por 45
seg; 34 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg,
anillamiento a 60 °C por 10 seg y extension a 72 °C por
20 seg; con un ciclo de extension final a 72 °C por 45
segundos. Las muestras, controles y el marcador de
peso molecular de 100 pb (BIOLABS®, Massachuse-
tts, EE.UU.) se dispensaron en pocillos del gel de aga-
rosa al 2 % con el buffer de carga 6X (BIOLABS®, Mas-
sachusetts, EE.UU.). Para la migracion electroforética
se utilizé una corriente de 90 mAmp y un voltaje de 125
V. Se culmind con la captacion de las imagenes del
gel utilizandose un equipo GEL-DOC XR System (BIO-
RAD, California, EE.UU.), donde finalmente se proce-
dio a la digitalizacion y al analisis a través del programa
Quantity One® (BIO-RAD, California, EE.UU.).

Controles

Como control negativo de amplificacion se empled
agua mili-Q estéril (calidad PCR); mientras que, el con-
trol positivo fue la cepa B. pertussis INH134 provenien-
te del banco maestro de B. pertussis, proporcionada
por el Laboratorio de Vacunas Bacterianas del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.
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Calculo de sensibilidad y especificidad

Para el calculo de la sensibilidad y especificidad
diagnéstica se utilizaron las formulas halladas en la
Figura 1 (®. Donde se considerd que los verdaderos
positivos y negativos fueron las muestras que resulta-
ron positivas y negativas por ambas metodologias res-
pectivamente; siendo los falsos positivos y negativos
aquellas muestras que resultaron solamente positivas
0 negativas por la metodologia de PCR.

Sensibilidad (S) = Verdaderos Positivos x100

Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

Especificidad (E) = Verdaderos Negativos x 100
Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Figura 1. Formulas descritas para el calculo
de la sensibilidad y especificidad diagnodsticas.

Tratamiento estadistico

Para determinar si existié6 una diferencia estadis-
ticamente significativa entre el diagndstico de B. per-
tussis mediante el cultivo y la deteccién por PCR se
empled el programa SPSS 21.0.0; usando como he-
rramienta estadistica el test de McNemar, una modi-
ficacion de Chi-cuadrado para variables dicotdmicas
dependientes (1617,

RESULTADOS

Cultivo en agar Regan Lowe

De los 100 hisopados nasofaringeos recolectados
en hisopos de alginato de calcio, logré obtenerse creci-
miento bacteriano de B. pertussis en un total de cuatro
muestras cuya morfologia se observa en la Figura 2.
De estas cuatro muestras con sospecha fenotipica, la
PCR resulté positiva en dos casos.

Detecciéon molecular

De los 100 hisopados nasofaringeos de dacrén uti-
lizados para el diagnéstico molecular, se obtuvieron 17
muestras donde se detecté ADN de B. pertussis, como

Figura 2. Fotografia de colonias de

B. pertussis en agar Regan-Lowe provenientes

del paciente de la muestra N° 3. Fotografia tomada
en el Departamento de Bacteriologia por

la Lic. Zulmary Farias.

se sefiala en la Figura 3. De estas 17 muestras, hubo
15 donde no logré observarse crecimiento bacteriano,
mientras que en dos muestras el cultivo en agar Re-
gan-Lowe result6 positivo.

1 2 3456 7T

-?ﬂﬂpb—‘l—

Figura 3. Gel de agarosa al 2% de un paciente
perteneciente al estudio el cual resulté positivo por PCR
para los genes 1S481 y PT. 1: Marcador de peso molecu-

lar de 100 pb. 2: Control negativo para el gen 1S481. 3:
INH134 (Control positivo para el gen 1S481). 4: Muestra.
5: Control negativo para el gen PT. 6: INH134 (Control
positivo para el gen PT). 7: Muestra.
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Es importante resaltar que los resultados obteni-
dos mediante el cultivo y por la PCR, coincidieron en
83 muestras, de las cuales dos muestras fueron po-
sitivas para el diagnéstico de B. pertussis y 81 nega-
tivas (Tabla 1). Ademas, se obtuvo dos pacientes que
resultaron positivos mediante PCR para el gen 1S481 y
negativos para el gen PT.

Tabla 1. Frecuencia de las pruebas
diagnoésticas para la deteccidon de B. pertussis
en muestras de hisopado nasofaringeo.

Cultivo Microbiolégico

Positivo | Negativo | Total

Positivo 2 15 17

PCR | Negativo 2 | 81 83
Total 4 | 9 100

La sensibilidad y especificidad diagndstica de la
PCR para la deteccién de B. pertussis obtenidas en
este trabajo fueron de 50% y 84%, respectivamente,
respecto al cultivo que constituyd el método de refe-
rencia. Mediante el test de McNemar se obtuvo una
p=0,002.

DISCUSION

La discrepancia entre las dos muestras que fueron
positivas para el diagnéstico de B. pertussis mediante
cultivo y fueron negativas por la técnica de PCR; pudie-
ra deberse al hecho de la presencia de polimorfismos
en los segmentos diana de ADN de dichas muestras ('®
19, asi como errores inherentes a la toma de la muestra
en el hisopo de dacrén @ 20.21) Se argumenta que la
toma de muestra desempefnd un papel muy importante
en todos los casos negativos, sean coincidentes o no,
e incluso en aquellos catalogados como falsos negati-
vos debido a la localizacién tan especifica de la toma
de muestra, como es el epitelio ciliado respiratorio de
la mucosa nasofaringea @Y. Ademas, una disminucion
en la sensibilidad de la PCR para detectar B. pertussis

a través del hisopado nasofaringeo de dacron, pueda
deberse tanto a la técnica como al orden en la utiliza-
cion de los hisopos de alginato y dacrén que el médico
utiliza para extraer la muestra.

Los 81 pacientes que fueron catalogados como
verdaderos negativos, se les atribuyd como posible
causa de enfermedad otros agentes etiolégicos con-
siderados en la definicion de sindrome coqueluchoide,
tales como B. parapertussis, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, M. pneumoniae, adenovirus, in-
fluenza virus, parainfluenza 1-4, virus sincitial respira-
torio, citomegalovirus y virus de Epstein Barr ).

Se infiere que la alta cantidad de falsos positivos
respecto a los verdaderos positivos se debe a la baja
sensibilidad de 12 a 26% © © que presenta el cultivo
como estandar de oro en la deteccidn de B. pertussis.
Sin embargo, los falsos positivos se han reportado
igualmente en otros trabajos @2 por lo cual se refuer-
za la necesidad de incluir el estudio del cultivo para la
validacion de la técnica. No obstante, La sensibilidad
y especificidad diagnéstica hallada para la PCR ante
la deteccién de B. pertussis en este estudio fue de un
50% y 84% respectivamente, lo cual evidencié la ma-
yor capacidad de la PCR para detectar pacientes po-
sitivos respecto el cultivo, por lo que no es indiferente
emplear ambas técnicas diagndsticas.

En los dos pacientes que resultaron positivos me-
diante PCR para el gen 1S481 y negativos para el gen
PT, se considera que el agente etioldgico involucrado
pertenecia a otras especies del género Bordetella, de
alli la recomendacion de emplear a futuro mas dianas
genéticas en la busqueda de otras especies como el
gen IS1001 para B. parapertussis, el cual constituye
otra especie que es patdgena en humanos ©.

CONCLUSION

La PCR a punto final validada en este trabajo por
primera vez en Venezuela, resultdé una valiosa herra-
mienta metodoldgica en el diagndstico de B. pertussis
no solo en términos de sensibilidad (50%) que se co-
rrespondié con lo hallado en otros trabajos @ 92023 con
una buena correlaciéon estadistica (p=0,002), sino que
ademas permitié obtener resultados en menor tiempo,
lo que podra favorecer el ejecutar decisiones diagnoésti-
cas a futuro de manera mas eficaz en los pacientes in-
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fectados. Es importante destacar que esta metodologia
de igual forma, tiene un impacto a nivel epidemiolégico,
permitiendo dilucidar la verdadera incidencia en el pais
respecto a la tosferina, a fin de aplicar las medidas para
el tratamiento, control y prevencion de la enfermedad.

Finalmente se recomienda el empleo de una meto-
dologia combinada, como la presentada en este traba-
jo, donde se incluyan al menos dos técnicas con funda-
mentos diferentes para incrementar la probabilidad de
realizar el diagnéstico, debido a que tienen sensibilida-
des diferentes y a diferentes tiempos del periodo de la
enfermedad, ademas de poder determinar de manera
mas exacta la incidencia de la tosferina. Asi mismo, se
plantea la inclusion de mas dianas genéticas que per-
mitan discernir entre las diferentes especies del género
Bordetella®.
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