
Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

1 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

DIAGNÓSTICO  MOLECULAR  DE 

COQUELUCHE EN NEUQUÉN: 

IMPLEMENTACIÓN, 

OPTIMIZACIÓN Y RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

2 

 
 

MAESTRÍA EN MICROBIOLOGÍA MOLECULAR 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTÍN Y  

ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE LABORATORIOS E 

INSTITUTOS DE SALUD “DR. CARLOS G. MALBRÁN” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tesista: Bioq. Luis Pianciola 
 
 

Directora de tesis: Dra. Daniela 
Hozbor 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LABORATORIO CENTRAL – SUBSECRETARÍA DE 

SALUD DE NEUQUÉN 

 2009 



Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

3 

 

 

 

 

 

 

     Dedicatoria: 

 

                                                        A mis padres 

                                                        A mi esposa 

                                                        A mis hijos 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

4 

 
 
 
 
Agradecimientos: 
 
 
 
A mi familia,  por el estímulo, apoyo y comprensión 

incondicionales, que hicieron más fácil mi trabajo. 

 

A mis compañeros que me cubrieron durante todo este tiempo para 

que yo pudiera dedicarme a la tesis. 

 

A Melina Mazzeo, por su colaboración en la parte experimental, sin 

ella me hubiera sido imposible completar la tarea.   

 

A las Direcciones de Epidemiología e Inmunizaciones de la 

Subsecretaría de Salud de Neuquén por su buena predisposición 

para facilitarme todos los datos que les solicité. 

 

A mi Directora de Tesis, por su generosidad al compartir 

conocimientos, su excelente guía a lo largo de todo el trabajo y por el 

enorme esfuerzo adicional que le significó dirigirme a la distancia. 

 

A la Dra. Mirta Carlomagno por su apoyo y estímulo para terminar 

este trabajo. 

 
 



Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

5 

 
 

INDICE 
 
 
 

Introducción 
 
 
 

 6 

Capítulo 1 
 
 
 

Implementación del diagnóstico 
molecular de Coqueluche en la 
Provincia de Neuquén 
 
 

37 

Capítulo 2 
 
 
 

Optimización del procesamiento de las 
muestras clínicas 

53 

Capítulo 3                 

 
 

Análisis de las condiciones de 
conservación de las muestras clínicas 

69 

Capítulo 4 

 

Optimización del diagnóstico 
molecular de Coqueluche 
 
 

81 

Conclusiones 

 

 104 

Bibliografía  109 

 
 



                                                                                                                      Introducción 

Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

6 

INTRODUCCIÓN 
 

 

Pertussis, coqueluche, tos ferina y tos convulsa: todos sinónimos para nombrar 

una enfermedad que luego de más de 60 años de vacunación aún produce en el 

mundo 30 millones de casos por año con más de 300 000 muertes (316). 

Esta enfermedad, la única de las “pestes” de la infancia que sobrevive al avance 

de las ciencias médicas; no tiene, a diferencia de éstas, una larga historia en la 

humanidad. La primera mención de coqueluche se encuentra en Moulton´s The 

Mirror of Health en 1540. También se hace referencia frecuentemente a un escrito 

de Nils Rosen van Rosenstein que sugiere que la enfermedad empezó en 

Francia en 1414 (273). La primera descripción completa corresponde a Leo 

Schenk y Roger Baillon en el siglo XVI (372). Willis, Sydenham y Ettmüller la 

complementaron en el siglo XVII. Un siglo después se describen grandes 

epidemias de la enfermedad en toda Europa. Hirsch declaraba que “casi todos 

los países de la tierra han tenido epidemias de esta enfermedad  y, en Europa, solo es 

rara en las islas Feroe y en Islandia” (248). 

Hasta el advenimiento del siglo XX se creía fuertemente que el causante de la 

enfermedad era un hongo. En 1870 Letzerich describió la existencia de hongos 

en los niños que tosían en quintas: “unos esporos pequeños, redondeados o elípticos, 

de color pardo rojizo, que germinaban parcialmente para formar filamentos”. 

Posteriormente Tschamer los cultivó y los inoculó en conejos, describiendo un 

micelio filamentoso que denominó Ustilago maidis var Capnodium citri.  En 1883 

ambos serían rebatidos por Burger, quien publicó el hallazgo en la 

expectoración de los coqueluchosos de un bacilo pequeño y elipsoidal. De todas 

maneras la etiología fúngica de coqueluche persistiría hasta el aislamiento del 

patógeno por Bordet y Gengou en 1906: 

“La pululación, dijeron Joules Bordet y  Octave Gengou al describir su hallazgo, 

era de una abundancia tal y de una pureza tan perfecta, que era imposible rehusarse a 

admitir una relación de causalidad directa entre esta infección y la aparición de la 

coqueluche”. 
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Bordet y Gengou tuvieron precursores, además de Burger: en 1887 Afanassjew 

describió al agente causal como un bacilo pero no pudo cultivarlo, tarea en la 

que también fracasaron Czaplewski y Hensel. Diez años después Koplik cultivó 

en agar ascitis colonias perladas de Bordetella pertussis. Por la misma época, 

Spengler cultivó una bacteria parecida. En 1901, Jochmann y Krause aislaron en 

agar sangre, del esputo de un pequeño paciente,  un bacilo que llamaron 

Bacillus pertussis Eppendorf, en honor del sector de Hamburgo donde estaba su 

Hospital. Si bien todos estos antecedentes existieron, el mérito de Bordet y 

Gengou no radica solo en haber diseñado el medio de agar sangre-papa-glicerol 

que lleva sus nombres, sino, y fundamentalmente, haber logrado relacionar la 

sintomatología de la enfermedad con la presencia del bacilo. Finalmente, el ya 

confirmado agente etiológico de la enfermedad conservó el nombre puesto por 

los alemanes pero sin el agregado de Eppendorf. No obstante, el decenio que 

siguió al descubrimiento estuvo pleno de discusiones que solo culminaron con 

los trabajos de Chievitz y Meyer en 1915, reafirmando las conclusiones de 

Bordet y Gengou.  

Se han suscitado siempre grandes dudas respecto al nombre de la enfermedad. 

Los norteamericanos han adoptado el término latino per (intensa) tussis (tos), los 

españoles prefieren la denominación de tos ferina (“tos de las fieras”). Un poco 

más oscuro es el origen del término usado por los franceses, coqueluche.  Existen 

2 teorías respecto a este último: una es onomatopéyica y lo hace derivar del 

vocablo coq (gallo) refiriéndose al sonido con que culminan las quintas de tos. 

La otra hace derivar a coqueluche  de coqueluchon, que habría designado una 

caperuza aislante que se ponía a los niños tosedores o quizá la que usaban los 

primitivos infectólogos. En 1865 el profesor Trousseau durante su clase 

magistral en el Hotel-Dieu de París, se refiere a la enfermedad como la toux qui 

houpe, de donde los ingleses hicieron derivar el término “whooping cough” (248). 

 

LA ENFERMEDAD 

Más allá de los orígenes del nombre, esta enfermedad puede describirse como 

una infección respiratoria aguda cuyo principal agente etiológico es la bacteria 
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gran negativa Bordetella pertussis. Pertussis es particularmente grave en menores 

de 1 año de edad (34). La enfermedad se transmite de persona a persona a partir 

de aerosoles o gotas de secreción del individuo infectado. La transmisión 

requiere contacto estrecho con secreciones o permanencia en el mismo lugar 

que el enfermo por más de una hora (32, 44, 192, 426).   El período de 

incubación puede variar entre seis y veintiún días, generalmente es de nueve a 

diez días. Luego de este período, comienza la fase catarral que dura  entre una 

y dos semanas y cuya sintomatología puede confundirse con otras infecciones 

respiratorias. El cuadro más usual es similar a un resfrío común con tos seca. 

Durante esta fase las posibilidades de recuperación del agente etiológico son 

máximas, lamentablemente en ausencia de sintomatología específica la 

enfermedad es difícilmente sospechada salvo que se trate  de contactos de casos 

confirmados. Esta es la etapa más contagiosa de la enfermedad. La fase 

siguiente es la paroxística que dura entre tres y seis semanas y se caracteriza 

por la presentación de accesos o paroxismos de tos que son propios de la 

enfermedad, vómitos después de toser, cianosis y apnea. Los paroxismos están 

caracterizados por accesos repetidos de tos en forma violenta, sin inhalaciones 

intermedias, seguidos de un estridor inspiratorio marcado y característico. Al 

finalizar el paroxismo es frecuente la eliminación de mucosidad clara y 

blanquecina seguida de vómitos. Los pacientes en general presentan 

leucocitosis marcada con linfocitosis absoluta, pierden peso, a veces presentan 

hipoglucemia pero raramente fiebre. Prácticamente nunca hay bacteriemia.  Los 

síntomas de la enfermedad van decreciendo en severidad durante el período de 

convalecencia que puede durar varios meses (Tabla 1).  

Las manifestaciones clínicas antes descriptas son las clásicas de pertussis; sin 

embargo existen distintos factores que condicionan la presentación clínica de la 

enfermedad (53). Entre estos factores podemos mencionar el estado de 

vacunación, tratamiento con antibióticos, sexo, y edad del paciente (35). La 

enfermedad en niños mayores, adolescentes y adultos jóvenes previamente 

inmunizados se presenta frecuentemente en forma atípica; los pacientes 

manifiestan tos persistente y prolongada (durante semanas o meses). En estos 
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pacientes, los tres estadíos típicos de pertussis así como la linfocitosis típica 

están ausentes  (7, 22, 25, 68, 69, 82, 86, 91, 94, 106, 117, 188, 196, 259, 298, 306, 

318, 339, 357, 407, 424, 431). 

 

 
 Tabla 1. Evolución de los síntomas típicos de pertussis 

 
Fase catarral Fase paroxística 

Fase 

convaleciente 

Tos  ++ +++ ++ 

Tos paroxística -/+ +++ -/+ 

Vómitos - +++ -/+ 

Cianosis - +++ - 

Apnea - +++ - 

 

 

La enfermedad es muy severa y pone en riesgo la vida de los lactantes menores 

de 6 meses. Este es el grupo más susceptibles de sufrir complicaciones, 

infecciones secundarias y muerte. Las complicaciones más frecuentes incluyen 

neumonía, atelectasias, convulsiones, encefalopatía, pérdida de peso, hernias y 

finalmente muerte. Las neumonías son la principal causa de muerte, la 

encefalopatía es de probable origen hipóxico y la disminución de peso es debida 

a inanición secundaria a vómitos repetidos  (9, 19, 45, 94, 109, 115, 225, 266, 284, 

305, 315, 329, 364, 365, 369, 387, 424, 427). 

 

 

 
AGENTES ETIOLÓGICOS 

La enfermedad es causada principalmente por Bordetella pertussis, una bacteria 

Gram negativa (Tabla 2). B. parapertussis causa también la enfermedad aunque 

generalmente en forma más leve, al igual que B. pertussis carece de reservorio 

ambiental (39, 43, 46, 79, 108, 118, 119, 185, 199, 226, 246, 252, 270, 280, 321, 422, 
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433). B. bronchiseptica (Tabla 2), otra de las especies dentro del género con 

relevancia epidemiológica, infecta a una gran variedad de animales y en el 

hombre causa ocasionalmente una infección respiratoria que cursa con tos, 

especialmente en pacientes inmunodeprimidos (141).  

 
Tabla 2. Especies de Bordetella 

Especie Huésped/Fuente Patologías Referencias 

B. pertussis Humanos Pertussis (Bordet y Gengou, 1906) 

B. parapertussisHU Humanos Pertussis 
(Eldering y Kendrick, 

1938) 

B. parapetussisOV Ovejas Neumonía 
(Cullinane et al, 1967) 

(Porte et al, 1996) 

B. bronchiseptica Varios mamíferos Respiratorias (Ferry, 1912) 

B. holmessi Humanos Sepsis, tos (Weyant et al, 1995) 

B. avium Aves Rinotraqueítis (Kersters et al, 1984) 

B. trematum Humanos 
Infecciones de herida, 

otitis media 
(Vandamme et al, 1996) 

B. hinzii 
Aves de corral, 

humanos 
Infecciones oportunistas (Coobson et al, 1994) 

B. petrii 
Medio ambiente, 

humanos 
Infecciones oportunistas 

(Von Wintzingerode, 

2001) 

B. ansorpii Humanos Infecciones oportunistas (Ko et al, 2005) 

 

B. holmesii, la última especie descripta asociada a infecciones respiratorias, se ha 

encontrado en sangre de adultos jóvenes y ocasionalmente en el tracto 

respiratorio (14, 274, 301, 344, 441). Las otras especies del género: B. parapertussis 

(ovina), B. hinzii, B. trematum, B. petrii, B. avium y B. ansorpii,  no son patógenos 

humanos o lo son muy raramente y no se consideran con potencialidad de 

patógenos respiratorios (96, 169, 178, 273, 367). 

 

Todas las especies del género (Tabla 2) son microorganismos cuyos tamaños 

varían entre 0.2 a 0.5 por 0.5 a 2.0 , cocobacilos, con tinción gram negativa, casi 

todas son aerobios estrictos, no fermentadores, con crecimiento óptimo a 35º C. 
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Se ha propuesto a B. petrii, la única anaerobia facultativa, como el progenitor 

ambiental de las Bordetella  patógenas (165). Se ha demostrado una muy 

limitada diversidad genética entre las especies B. pertussis, B. parapertussis y B. 

bronchiseptica (307). Se ha propuesto considerarlas como subespecies de una 

única especie, con adaptaciones a distintos huéspedes (401). De estas 

subespecies, B. bronchiseptica es el probable progenitor evolutivo y B. pertussis y 

B. parapertussis se consideran dos linajes separados adaptados al ser humano. 

Muchas veces se denominan conjuntamente a estas tres especies/subespecies 

como el “cluster B. bronchiseptica” (33, 105, 141, 148, 179, 321). Casi todas las 

especies del género y en particular las pertenecientes al cluster B. bronchiseptica 

sintetizan una serie de factores de virulencia entre los que se encuentran 

diferentes adhesinas y toxinas (Tabla 3 y Figura 1).  

 
Tabla 3: Genes de virulencia expresados en el cluster B. bronchiseptica. 

 B.pertussis B.parapertussis B.bronchiseptica 

Toxina Pertussis (PTX) + - - 

Toxina Adenilato Ciclasa (AC-Hly) + + + 

Hemaglutinina Filamentosa (FHA) + + + 

Fimbria + + + 

Pertactina (PRN) + + + 

Citotoxina Traqueal (TCT) + + + 

Lipopolisacárido (LPS) + + + 

Toxina dermonecrótica (DNT) + + + 

Factor de Colonización Traqueal (TcF) + - - 

BrkA + + +/- 

+: Expresa el producto del gen. - : No expresa el producto del gen o el mismo está ausente. +/- : Expresa 
el producto del gen en algunas cepas 
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Fig. 1. Representación esquemática de los principales factores de virulencia de Bordetella. 

pertussis (95). 

 

Adhesinas: la más importante es la hemaglutinina filamentosa (FHA), una 

proteína de 220kDa  que le permite a B. pertussis adherirse a una variedad de 

estructuras celulares y extracelulares en el epitelio respiratorio y en los 

macrófagos (260, 261). Esta proteína tiene al menos cuatro dominios 

involucrados en la adhesión (273). Se ha demostrado que FHA es un factor 

necesario pero no suficiente para la colonización traqueal. Aparentemente no es 

necesario para la colonización inicial sino posteriormente para evitar el barrido 

del epitelio ciliado. También produce una fimbria que está compuesta de una 

subunidad mayor Fim2 o Fim3 (dependiendo del serotipo 2 o 3) y una 

subunidad menor FimD. Esta última se une a la integrina VLA-5 de los 

macrófagos y a residuos de azúcares sulfatados, distribuídos ampliamente en el 
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tracto respiratorio. La unión de FimD a VLA-5 activa el CR3, el receptor de 

FHA, lo que asegura la cooperación entre fimbrias y FHA (149). Estudios 

recientes usando líneas celulares derivadas de tracto respiratorio humano 

demostraron que las fimbrias juegan un papel importante en la infección de la 

mucosa laríngea, mientras que FHA es importante para la colonización de todo 

el árbol respiratorio (399). Existe otra clase de proteínas asociadas a la superficie 

bacteriana pertenecientes a la familia de proteínas autotransportadoras que 

dirigen su propia exportación. Entre las principales moléculas de esta clase 

podemos destacar a  la  pertactina (PRN) y el factor de colonización traqueal 

(TCF), ambas proteínas tienen regiones ricas en prolina y secuencias RGD 

involucradas en la adherencia (123, 132). PRN está presente en las tres especies 

del cluster B. bronchiseptica. Algunos estudios sugieren que podría ser la 

adhesina más importante de B. pertussis. También se ha demostrado que los 

anticuerpos generados contra esta proteína son de gran importancia para la 

protección (273, 363). 

Toxinas: la mayoría de ellas son proteínas, excepto el lipopolisacárido (LPS) y la 

citotoxina traqueal (TCT), un glicopéptido de bajo peso molecular que es un 

fragmento del peptidoglicano de Bordetella . Esta toxina destruye las células 

epiteliales ciliadas del tracto respiratorio, probablemente por inhibición de la 

síntesis de DNA. LPS actúa sinérgicamente con la citotoxina traqueal u otras 

toxinas. El LPS desempeña un papel importante en las funciones de la 

membrana externa y en la resistencia de Bordetella a los antibióticos (261, 273, 

363). B. pertussis no expresa antígeno O como si lo hacen las otras Bordetella del 

cluster (50, 155).    

Dentro de las toxinas proteicas, se encuentra la toxina pertussis (PT) que es sólo 

expresada por B. pertussis. En cambio, B. parapertussis y B. bronchiseptica  poseen 

los genes estructurales que codifican el polipéptido, pero no son expresados 

debido a mutaciones en la región del promotor (164, 166, 181, 182, 429).   Esta 

toxina está compuesta de cinco subunidades diferentes (S1 a S5), formando una 

estructura del tipo AB. La parte B, formada por las unidades S2 a S5, es la 

responsable de la unión de la toxina al receptor en la célula blanco. La parte A, 
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formada por S1, tiene actividad ADP-ribosiltransferasa. Luego de la unión al 

receptor celular por la parte B de la toxina, la subunidad S1 se transloca al 

citosol donde ejerce su actividad ADP-ribosiltransferasa, que constituye la base 

molecular de la acción de la toxina. Se han descripto numerosos efectos 

biológicos de la PT, entre los más trascendentes se puede mencionar: aumento 

de la sensibilidad a histamina, aumento de la secreción de insulina con la 

correspondiente disminución de la glucemia,  marcada leucocitosis con 

linfocitosis tanto de células B como T, también actúa como potente adyuvante, 

inhibe la quimiotaxis, la respuesta oxidativa y la liberación de enzimas 

lisosomales de neutrófilos y macrófagos (13, 261, 363). A pesar de todos los 

efectos biológicos descriptos, todavía falta evidencia para adjudicarle un rol 

específico en la inducción de determinados signos y síntomas propios de la 

enfermedad.  

Una segunda toxina proteica importante es la toxina Adenilato Ciclasa-

Hemolisina (AC-Hly), una proteína bifuncional compuesta por 1706 

aminoácidos: expresa actividad hemolítica y actividad de adenilato ciclasa. 

Ambas actividades de esta toxina son importantes en los primeros estadíos de 

la infección, probablemente por inducción de apoptosis de los macrófagos 

alveolares (245).  

La toxina dermonecrótica (DNT) es otra toxina cuyo rol en la patogénesis de 

coqueluche no está claro pero, en su forma purificada, es altamente letal cuando 

se inyecta por vía endovenosa a ratones (415).  

Existen otros determinantes de virulencia menos estudiados o de descripción 

más reciente: algunos otros autotransportadores como BrK y Vag8, un sistema 

de secreción de tipo III, etc (127, 273, 321, 363). 

 

Como otras bacterias patógenas, Bordetella puede regular la expresión de sus 

factores de virulencia en respuesta a cambios en el medio ambiente (186, 278).   

Dicha regulación está mediada por un único locus denominado bvg por 

bordetella virulence genes que codifica para un sistema de dos componentes 

denominado BvgAS.  Es a través de este sistema que Bordetella puede alternar 
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entre diferentes fases fenotípicas, virulenta o Bvg+/avirulenta o Bvg-, en 

respuesta a distintas señales del medio.  En  fase Bvg+ o virulenta, Bordetella 

expresa las adhesinas y toxinas indispensables para colonizar e infectar al 

huésped. Mientras tanto, en la fase Bvg- o avirulenta se detiene dicha expresión 

y comienza a expresarse otras proteínas codificadas por genes denominados vrg 

por virulence repressed genes. No se conoce cual es el rol de estos factores Bvg- 

in vivo. Se ha sugerido que pueden ser necesarios para sobrevivir en el medio 

ambiente en el caso de B. bronchiseptica, o para evadir la respuesta inmune del 

huésped en el caso de B. pertussis (90, 156, 363, 390).  

 
PATOGENIA 

Existen cuatro pasos importantes en el proceso de infección y enfermedad en 

general y específicamente en aquellos que involucran a B. pertussis: 1) adhesión, 

2) evasión de la respuesta inmune, 3) daño local, 4) manifestaciones sistémicas. 

(195, 347) 

La infección causada por B. pertussis se inicia con la adhesión de las bacterias a 

las cilias de las células del aparato respiratorio superior del hospedador. Varios 

factores: FHA, FIM, PT, LPS, Tcf, BrkA, Vag8 y PRN han sido implicados en 

este proceso (24, 55, 215, 273, 363). La redundancia de factores de adhesión 

marca la importancia de este paso de la infección. Como consecuencia de esta 

redundancia es difícil adjudicarle a alguno de ellos un rol protagónico. De todas 

formas, varios ensayos in vitro permiten establecer que FHA se comporta como 

una adhesina muy fuerte, al menos en condiciones de laboratorio. Por otra 

parte, de algunos estudios de eficacia de vacunas se desprende que PRN puede 

ser una importante adhesina pero que en ausencia de ella, otras proteínas 

pueden asumir esa función. Se ha demostrado también una relación sinérgica 

entre PRN y altas concentraciones de PT (195, 261, 320).  

Una vez adheridas, las bacterias se multiplican y tanto en esta etapa como en el 

inicio de la infección deben evadir la respuesta inmune del hospedador. AC-

Hly parece contribuir a este fin catalizando el aumento de la producción de 

cAMP, que  intoxica las células del hospedador donde estas proteínas han 

ingresado y queda afectada su actividad fagocítica. La toxina pertussis,  a través 
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de un mecanismo diferente al de AC-Hly, afecta también negativamente la 

fagocitosis inhibiendo la migración de linfocitos y macrófagos hacia los sitios de 

infección (273).  

El daño local a los tejidos es causado principalmente por las toxinas TCT, DNT 

y probablemente AC-Hly. Es probable que, al menos en parte, los daños al 

tejido local sean los responsables del síntoma característico de la enfermedad: la 

tos paroxística. Sin embargo, la duración total de la tos en la coqueluche clásica 

es mayor que lo que sería de esperar por el daño local. Por lo tanto, es posible 

que exista otra toxina, aún no identificada, que contribuya a la duración de este 

síntoma (348). 

En contraste con otras infecciones bacterianas que cursan con importantes 

manifestaciones sistémicas, pertussis prácticamente no las presenta (216). Puede 

ocurrir encefalopatía pero es secundaria a la anoxia asociada con los 

paroxismos de tos. Debe destacarse únicamente la leucocitosis con linfocitosis, 

asociada a PT y la hipoglucemia en niños pequeños causada por 

hiperinsulinemia. (9, 19, 315, 364, 365, 431). 

La toxina pertussis se ha descripto como la principal responsable de los 

síntomas de la enfermedad, especialmente la tos paroxística. De hecho, muchos 

investigadores sostienen que pertussis es una enfermedad mediada casi 

exclusivamente por PT (273). Sin embargo, esto parecería no ser tan así ya que 

en las infecciones causadas por B. parapertussis, que no produce PT, este síntoma 

está presente y con idénticas características (195, 261). 

 

INMUNIDAD 

Hoy está claro que la inmunidad contra B. pertussis es un proceso sumamente 

complejo. La mayoría de los datos que nos permiten entender la respuesta 

inmune a B. pertussis se han basado en observaciones experimentales en 

modelos murinos (283, 353).  

Se ha informado que la infección natural o la vacunación pueden inducir 

respuesta de células T y anticuerpos contra PT, FHA, PRN, FIM, AC-Hly y LPS 

y algunos otros antígenos no identificados. Varias experiencias en animales han 
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provisto evidencia suficiente de que esta respuesta inmune contribuye a la 

protección contra B. pertussis  y que para su óptimo desempeño se requiere 

tanto de la respuesta celular como de la humoral (434).  

 Existe amplia evidencia que  confirma que los anticuerpos tienen un papel 

importante en la protección contra este patógeno, fundamentalmente 

neutralizando toxinas, inhibiendo la adhesión bacteriana o facilitando la acción 

de macrófagos y neutrófilos (49, 73, 406). A pesar de esto, no ha sido posible 

definir un nivel de anticuerpos contra determinado antígeno o grupo de ellos 

que sea capaz de predecir el grado de protección. No se conocen totalmente los 

mecanismos efectores de la inmunidad humoral anti B. pertussis. Por esta razón, 

los niveles de IgG específica detectados en ciertos ensayos no se correlacionan 

con la protección. Sería interesante poder encontrar un test que mida 

adecuadamente la actividad funcional de estos anticuerpos (75, 370, 379). La 

infección natural con B. pertussis induce la producción de IgA secretoria en el 

tracto respiratorio y ésta parece ser capaz de inhibir la adherencia a las células 

epiteliales ciliadas. De esta forma, una rápida inducción de IgA luego de un 

desafío con B. pertussis podría contribuir a la protección contra el patógeno (18). 

Se ha podido demostrar que la infección natural, así como la vacunación con 

vacunas celulares o acelulares, inducen células T específicas para PT, FHA, PRN 

y otros antígenos menos estudiados de B. pertussis. Muchas experiencias de 

respuesta de células T en niños con infección aguda o en etapa convaleciente 

han demostrado respuesta selectiva Th1 durante la infección con este 

microorganismo. La respuesta inmune celular, especialmente mecanismos 

efectores mediados por IFN-es necesariapara evitar la diseminación de B. 

pertussis desde el tracto respiratorio durante la infección primaria en ratones 

(186, 189, 229, 330). La temprana secreción de IFN-por las células de la 

inmunidad natural, parecería ser suficiente para contener la infección antes del 

desarrollo de la respuesta Th1 cuyo rol es crítico en la eliminación del patógeno 

(273, 283). 

Después de haber eliminado una infección primaria, la inmunidad adquirida es 

muy efectiva ante exposiciones posteriores a B. pertussis.  
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La inmunidad celular, junto con los anticuerpos de la subclase adecuada, 

estimulada por las células Th1, son los mecanismos efectores involucrados en la 

respuesta a  la infección primaria y los que confieren protección contra 

exposiciones secundarias al patógeno.  

Por otra parte los mecanismos efectores involucrados en la inmunidad 

conferida por vacunas están muy relacionados con el tipo de vacuna empleada: 

las vacunas celulares (DTP) y las acelulares (DTaP) inducirían mecanismos de 

protección diferentes. DTP induce selectivamente Th1, y luego de una 

exposición a B. pertussis se observa un infiltrado pulmonar con acúmulo de 

linfocitos, neutrófilos y macrófagos. Las células Th1 también colaboran con los 

anticuerpos opsonizantes y facilitan la entrada del microorganismo a las células 

con su correspondiente muerte por mecanismos que involucran moléculas 

reactivas de nitrógeno o intermediarios de oxígeno. En cambio, las vacunas 

acelulares inducen mayormente una respuesta del tipo Th2 en ratones y 

Th1/Th2 en niños sugiriendo algún rol para la inmunidad celular aunque 

seguramente menos significativo que en el caso de vacunas DTP, especialmente 

en la protección a largo plazo inducida por DTaP (283). 

 

PREVENCIÓN 

Dado que pertussis es una enfermedad con alta contagiosidad y mortalidad la 

medida de control más importante para la enfermedad es la vacunación. Las 

vacunas contra pertussis comenzaron a desarrollarse desde el momento en que 

pudo aislarse el agente causal de la enfermedad en 1906. En 1925 Madsen 

produjo vacunas a una escala mayor y en 1940 Perla Kendrick introdujo los 

componentes tetánico, diftérico y adyuvantes a las formulaciones de pertussis. 

A partir de allí el uso de la vacuna conocida como triple bacteriana se hizo 

masivo. Estas vacunas, en lo que se refiere al componente pertussis, consisten 

en suspensiones de la bacteria entera muerta y detoxificada. La composición de 

las primeras vacunas, con respecto al crecimiento, muerte, detoxificación y 

preservación no estaba estandarizada y el diseño de ensayos en los que estos 

parámetros se evaluaban, era escaso. En la década del cincuenta se comenzaron 
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a evaluar las vacunas existentes y se comprobó la eficacia de la vacuna celular 

de pertussis en la protección de la enfermedad. A partir de ese momento este 

tipo de vacunas se utilizaron para vacunaciones masivas en la mayoría de los 

países desarrollados y esto condujo a una gran disminución en la incidencia, la 

morbilidad y la mortalidad debidas a pertussis.  

Aunque las vacunas celulares producidas por distintos fabricantes difieren con 

respecto a  la composición antigénica y a la inmunogenicidad, y aunque los 

esquemas de vacunación de los diferentes países son distintos, lo cual dificulta 

los análisis comparativos, es aceptado que la eficacia de la vacuna celular de 

pertussis contra la tos convulsa generalmente varía entre 80 y 85% (267, 282, 

323). 

Asociado a  la administración de la vacuna pertussis celular, se ha reportado la 

inducción de una serie de efectos secundarios que pueden ir desde leves a muy 

severos, tales como encefalitis, encefalopatía, daño cerebral permanente y 

muerte. Estas reacciones mediadas por el sistema nervioso central se pueden 

manifestar también durante la infección producida por B. pertussis. Se cree que 

las toxinas activas, como la toxina pertussis  (PT) o el lipopolisacárido (LPS), 

pueden ser los responsables de dichos efectos adversos (217, 268). 

La asociación de los efectos colaterales con la vacunación contra pertussis causó 

a mediados de los ’70 un dramático descenso en la aceptación de la vacuna y 

varios países desarrollados como Japón, Suecia, Alemania, Italia e Inglaterra 

suspendieron el uso de la misma o implementaron una vacunación voluntaria. 

Esto llevó al resurgimiento de la enfermedad  y a que la misma tuviera carácter 

endémico.  

Las contraindicaciones absolutas para la administración de esta vacuna son: 

haber tenido una reacción anafiláctica previa o la presencia de encefalopatía 

dentro de los 7 días de haber recibido la vacuna. Son contraindicaciones 

relativas la presencia de fiebre mayor de 40,5º C, llanto prolongado por más de 

tres horas, convulsiones e hipotonía con hipo respuesta luego de 

administraciones previas. 
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Esta situación motivó la búsqueda de nuevas vacunas más efectivas y menos 

reactogénicas. La purificación y caracterización de distintos antígenos de B. 

pertussis en las décadas siguientes condujo al desarrollo de vacunas acelulares 

contra pertussis compuestas por uno o más componentes, posibles antígenos 

protectores altamente purificados.  

Las nuevas vacunas acelulares idealmente debían superar a la vacuna celular en 

distintos aspectos: ser más eficaces en la protección de los síntomas de la 

enfermedad, del desarrollo de la infección o ambos; y estar libre de compuestos 

tóxicos como el LPS o la PT biológicamente activa, de modo de tener aceptación 

pública implementando nuevamente la vacunación masiva. Paradójicamente, se 

observó que los componentes responsables de los efectos colaterales 

contribuyen a la eficacia (LPS como adyuvante) y a la protección (PT) (63, 64, 

104, 136, 227, 288, 293, 322, 377, 409).  

Se pueden considerar distintos tipos de vacunas acelulares, las que pueden 

estar constituidas por fracciones concentradas a partir de sobrenadantes de 

cultivo  de B. pertussis  con eliminación del LPS; o por  antígenos de B. pertussis 

altamente purificados; o por antígenos recombinantes, por ejemplo: análogos de 

PT en la que la toxicidad ha sido eliminada, pero mantiene sus propiedades y la 

inmunogenicidad es comparable o mejor a la de la PT detoxificada 

químicamente; y por péptidos sintéticos que mimetizan epitopes de unión a 

células B o T de antígenos de B. pertussis. Se han identificado en PT, FHA y PRN 

la presencia de dichos epitopes protectores.   

La inmunidad se pierde entre siete y veinte años después de una infección 

natural y cinco a diez años después de inmunización con vacunas celulares (8, 

333, 346, 408). 

En la actualidad no existe un consenso internacional respecto a qué vacuna 

emplear, ni qué esquema de vacunación seguir. Así hay países que sólo 

emplean en sus Calendarios Nacionales de Vacunación, vacunas celulares. 

Otros que emplean en las primeras dosis vacunas celulares y luego realizan 

refuerzos con vacunas acelulares. Y otros usan vacunas acelulares en todo el 

esquema de vacunación (10, 100, 137, 168, 170, 231, 254, 317, 350, 355). No existe 
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tampoco consenso respecto a qué vacuna acelular utilizar, aunque es aceptado 

que las de más componentes son las más eficaces (139). En los últimos años 

debido al creciente registro de casos en adolescentes y adultos, las 

formulaciones acelulares han vuelto a posicionarse, ya que éstas tienen menor 

probabilidad de inducir efectos adversos en ese grupo etareo (57, 80, 114, 150, 

221, 247, 345, 349, 419, 443). Se han formulado incluso vacunas acelulares 

dirigidas específicamente a adolescentes y adultos  constituidas por los mismos 

componentes que las formulaciones pediátricas, pero con distinta cantidad 

sobre todo respecto de la toxina pertussis (66, 72, 87, 98, 147, 224, 325, 358, 419). 

 En el año 2005 se licenciaron en Estados Unidos dos vacunas acelulares para la 

utilización en una única dosis en adolescentes y adultos (77, 138, 174, 233, 250, 

371, 375, 376, 430).  

Todo este escenario diverso respecto de las vacunas en uso parece ser 

consecuencia, entre otros, de la falta de un conocimiento acabado de la 

patología, su dinámica y epidemiología. Mejoras en las estrategias de control 

podrían lograrse con mayor éxito si las mismas se realizaran sobre un 

conocimiento epidemiológico propio, enriquecido con datos obtenidos en otros 

países. La copia de recetas sin justificación y las acciones que surgen de 

respuesta a intereses en general no conducen a buenas estrategias. 

 

TRATAMIENTO 

Existen varios antimicrobianos con actividad in vitro efectiva contra B. pertussis 

(17, 23, 54, 84, 92, 99, 129, 144, 197, 203, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 219, 243, 290, 

423, 428). El antibiótico que se emplea desde hace 30 años es la eritromicina 

cuya  administración durante la fase catarral de la enfermedad, acorta la 

duración de los síntomas y elimina el organismo del tracto respiratorio superior 

dentro de los cinco días de iniciada la terapia (76, 161, 236). Pero la 

administración luego que la fase paroxística ha comenzado, no produce efectos 

apreciables sobre la duración ni la severidad de los síntomas. La eritromicina 

generalmente tiene una mala tolerancia por lo que  se han incorporado al 

tratamiento nuevos macrólidos como azitromicina (5 días de tratamiento) y 
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claritromicina (7 días), ambos con mejor aceptabilidad por parte de los 

pacientes (200, 201, 368). También puede usarse trimetoprima  sulfametoxazol, 

durante 14 días (293).   

El uso de antibióticos también está indicado como quimiprofilaxis (QP) en los 

contactos de casos detectados (382). Este es un tema controvertido en la 

literatura médica, que ha traído considerable confusión entre los médicos 

tratantes y los encargados de dictar normas para su aplicación. Está demostrado 

que la QP disminuye la tasa de casos secundarios pero no previene la infección. 

Se obtiene la mayor eficacia cuando se administra antes de los 21 días de la 

aparición de síntomas en el caso índice. Para evitar el uso indiscriminado de 

macrólidos, que conduce a un aumento en la resistencia de Streptococcus 

pyogenes y Streptococcus pneumoniae, actualmente se recomienda brindar QP 

postexposición solo a los contactos íntimos de pacientes de alto riesgo, 

incluyendo dentro de estos a: menores de 1 año de edad, mujeres embarazadas 

en el tercer trimestre, inmunocomprometidos, pacientes con enfermedades 

crónicas, etc. Muchas normas incluyen la recomendación de QP para 

trabajadores de la salud y personal de escuelas (83, 120, 310). 

 

DIAGNÓSTICO 

En la enfermedad clásica, el diagnóstico clínico puede realizarse sin dificultad 

basándose en la tos paroxística seguida de vómitos, en el estridor inspiratorio, 

en la marcada linfocitosis y en la ausencia de fiebre. En cambio en aquellos 

casos en los que la clínica dista de la presentación clásica, como ocurre en 

pacientes adultos, lactantes o en aquellos con historia vacunal previa, se 

requiere de confirmación en el laboratorio (417). El análisis en el laboratorio 

también es requerido para el diagnóstico etiológico diferencial entre B. pertussis 

y B. parapertussis (28, 167, 214, 293, 438), y  para identificar otros agentes 

infecciosos que pueden causar síntomas similares: Mycoplasma pneumoniae, 

Chlamydia pneumoniae, virus respiratorios como Sincicial Respiratorio, 

Parainfluenza o Adenovirus, etc (16, 20, 89, 95, 133, 134, 172, 238, 291, 299, 403, 

432). 
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La gran cantidad de protocolos de evaluación de vacunas acelulares han 

permitido valorar muchos métodos de diagnóstico de pertussis y conocer 

acabadamente su sensibilidad y especificidad  (27, 113, 124, 142, 146, 162, 258, 

276, 292, 366, 383). 

 

A continuación se describen las metodologías diagnósticas más utilizadas: 

 

Cultivo: se han diseñado muchos medios de cultivo pero los que permiten una 

mayor recuperación son el medio clásico de Bordet Gengou suplementado con 

10-15% de sangre de oveja o caballo y el de Regan Lowe con agregado de 10% 

de sangre de las mismas especies animales. Ambos medios pueden adicionarse 

con cefalexina para inhibir el crecimiento de flora acompañante. Muchos 

autores prefieren utilizar oxacilina ya que la cefalexina inhibe el crecimiento de 

algunas especies de Bordetella como la B. holmesii. Las placas se incuban en 

aerobiosis en una atmósfera saturada de humedad y se mantienen bajo 

observación por 14 días (85, 130,  202, 204, 223, 244, 331, 343, 411). 

 

Inmunofluorescencia: este método ha sido usado por 40 años debido a su 

rapidez y bajo costo, a lo que debe sumarse su utilidad cuando los cultivos 

resultan negativos debido al uso previo de antibióticos. De todas maneras es un 

método de baja sensibilidad y especificidad por lo que paulatinamente ha sido 

reemplazado por otros (146).  

 

PCR: el uso de PCR ha hecho posible el diagnóstico rápido de un número muy 

importante de enfermedades infecciosas incluyendo pertussis (222, 294). De 

todas formas deben respetarse estrictamente las recomendaciones para esta 

metodología, ya que existen numerosos reportes de resultados falsos positivos 

debidos a contaminaciones (21, 65, 110, 125, 187, 191, 255, 285, 336, 360, 439). 

Se han diseñado diferentes primers entre otros los que permiten amplificar: el 

gen codificante de PT y su secuencia promotora,  diversas secuencias de 

inserción (IS),  el gen que codifica para AC-Hly, una región upstream del gen de 
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la porina, una región upstream del gen que codifica para la flagelina, etc. Así se 

han diseñado, por ejemplo, la PCR de IS 481 que detecta B. pertussis y B. 

holmesii, IS1001 que detecta B. parapertussis y B. holmesii, la PCR de AC-Hly que 

permite el diagnóstico de las tres subespecies del cluster B. bronchiseptica y la 

PCR PT que permite detectar específicamente a B. pertussis (1, 11, 12, 15, 81, 111, 

126, 143, 213, 220, 230, 234, 239, 240, 253, 257, 262, 272, 275, 297, 304, 324, 326, 

333, 334, 352, 362, 380, 381, 394, 400, 410, 413). 

 

Serología: la infección natural por B. pertussis causa un aumento en la 

concentración de anticuerpos de tipo IgM, IgG e IgA contra antígenos 

específicos. Originalmente se utilizaba como diagnóstico de la enfermedad un 

aumento de cuatro veces en el título de anticuerpos aglutinantes (101, 171, 279). 

En este test los anticuerpos que se detectan son fundamentalmente los dirigidos 

contra FIM2/3, PRN y LPS. La experiencia adquirida con esta técnica indica que 

tiene buena especificidad pero su sensibilidad es pobre. En los últimos 15 años 

se desarrollaron y perfeccionaron ELISAs para diagnóstico de pertussis, 

utilizando proteínas específicas del microorganismo como antígenos. Se ha 

logrado una precisión tal en el método que los coeficientes de variación 

intraensayo se han reducido a menos del 10%, lo que permite considerar como 

significativo un aumento en dos veces del título. El principal problema con el 

diagnóstico serológico  es que es imprescindible esperar entre 2 y 4 semanas 

para obtener la segunda muestra de suero. Adicionalmente, muchos menores 

de tres meses no desarrollan anticuerpos detectables. La mayor sensibilidad y 

especificidad para el diagnóstico de B. pertussis se logra utilizando ELISA, 

midiendo anticuerpos IgG e IgA contra PT (102, 182, 384). En adolescentes y 

adultos, valores aislados altos de IgG o IgA contra PT indican infección (26).  

 

Ninguno de los métodos diagnósticos antes descriptos tiene sensibilidad del 

100% en todas las etapas de la enfermedad (Tabla 4), por eso es recomendable 

utilizar más de uno para aumentar las posibilidades. En los lactantes y niños, 

los mejores resultados se logran con cultivo y PCR, siendo la serología de 
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menor importancia por las dificultades de los niños pequeños para elaborar una 

adecuada respuesta inmune y, además, la posible interferencia de la vacuna en 

los anticuerpos detectados. En los adultos el cultivo y la PCR tienen porcentajes 

de positividad más bajos y cobra mayor relevancia la serología. 

 
Tabla 4. Sensibilidad de los métodos diagnósticos según la fase de la enfermedad 

 Fase catarral 
(1-2 semanas) 

Fase paroxística 
(3 – 6 semanas) 

Fase convaleciente 
(mayor de 6 meses) 

Test de Diagnóstico    

Cultivo ++ -/+ - 

PCR ++ ++ - 

Serología -/+ ++ ++ 

 

 

Respecto de las muestras más adecuadas para el diagnóstico microbiológico y 

molecular es importante recordar que B. pertussis coloniza fundamentalmente 

células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio superior, por lo tanto la 

muestra útil para cultivo debe provenir de esas células. Se utilizan 

fundamentalmente dos tipos de muestras: el hisopado nasofaríngeo (HNF) y el 

aspirado nasofaríngeo (ANF).  Para el primero se deben usar hisopos de dacrón 

ya que el algodón y el rayón tienen ácidos grasos que resultan tóxicos para B. 

pertussis. Los hisopos de alginato de calcio también podrían ser útiles pero si se 

va a realizar PCR es preferible no utilizarlos porque pueden presentar factores 

inhibitorios en la fibra. El hisopo debe ser flexible de forma tal que pueda 

maniobrarse para llegar al sitio de toma de muestra. Aunque en algunas 

circunstancias resulte más dificultoso, el ANF es el método de elección ya que 

brinda la mayor sensibilidad tanto para cultivo como para PCR. Idealmente la 

muestra debe procesarse inmediatamente, especialmente el cultivo ya que B. 

pertussis es un microorganismo sumamente lábil. Cuando esto no sea posible 

deben utilizarse medios de transporte que conserven al microorganismo y a la 

vez inhiban el crecimiento de la flora acompañante. Uno de los medios más 

utilizados es el de Regan-Lowe, preparado a mitad de concentración (289).  
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EPIDEMIOLOGÍA DE PERTUSSIS EN ALGUNOS PAÍSES  

En la era prevacunal en EEUU la incidencia anual promedio era de 157 casos 

por 100 000 habitantes (384). En Inglaterra y Gales era de 230/100 000 

habitantes. Muchos estudios señalan que solo se informaban alrededor del 18% 

de los casos totales, por lo  que es de esperar que los números reales fueran, al 

menos, 5 veces superiores. En esta época, pertussis era una enfermedad siempre 

presente aunque con picos epidémicos cada 2 a 5 años, con un promedio de 3 

años. Con la introducción y uso masivo de las vacunas en los años 40 y 50 estas 

cifras caen más de 150 veces (374). Entre los años 1976 y 1982 en EEUU la 

incidencia fue de 0.5 a 1.0 casos cada 100 000 habitantes (Fig 2) 
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Fig.2. Casos de coqueluche. Estados Unidos. Años 1940 a 2005. (273) 

 

 

Desde ese momento en adelante ha habido un constante incremento que llegó 

en 2002 a 3.1 casos /100000 habitantes (88, 193, 371, 436) (Fig. 3). 
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Fig.3. Casos de coqueluche. Estados Unidos. Años 1980 a 2005. (273) 

 
Es complicado discernir si este aumento es un incremento verdadero en la 

incidencia de la enfermedad o está indicando una mejora en el diagnóstico y 

reporte de la misma. (74, 145).  

En Europa, Asia, Latino América y Oceanía ocurrieron fenómenos comparables 

a los anteriormente descriptos (36, 37, 151, 211, 237, 373, 391, 392).  Por ejemplo 

en Suiza, país con una alta endemia de pertussis, los valores de incidencia se 

mantuvieron por debajo de 100 casos cada 100 000 habitantes hasta el año 1993. 

En ese momento comenzó a aumentar hasta llegar a valores de epidemia en el 

año 1997 con una tasa de incidencia de 185 cada 100000. En Holanda, hasta el 

año 1996 los casos se habían mantenido en los bajos valores habituales del 

período post vacunal (inferiores a 2.3 casos por 100000 habitantes), en 1996 

aumentan drásticamente los casos hasta llegar a un pico de incidencia de 

27.2/100 000, situación que con oscilaciones se mantuvo durante varios años. 

En este país, con una cobertura vacunal muy alta (superior al 97%) se describió 

la situación especial de una elevada incidencia en el grupo de niños de 4 a 9 

años, lo que algunos interpretaron como una disminución en la efectividad de 

la vacuna aplicada (7, 107, 386). 

A lo largo de la historia, pertussis ha sido una enfermedad de los niños. En la 

era prevacunal un 95% de los casos se daban en niños menores de 10 años.   

Luego de la inmunización pediátrica universal y la consiguiente disminución en 
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el número total de casos hubo un marcado cambio en la distribución por edades 

(227, 284). Esto puede observarse claramente en los datos de Massachusetts 

(EEUU), para el período 1933-1939 comparado con 1978-1981 (Fig. 4) (71). 
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Fig.4. Distribución de casos de pertussis por edad en un período prevacunal (1933-1939) y 
otro vacunal (1978-1981), Massachussets (EEUU). (71) 
 
 
En los últimos 20 años, junto con un ligero aumento de casos, ha habido un 

corrimiento de los mismos hacia el grupo de adolescentes y adultos, quienes 

son considerados el reservorio actual de la enfermedad (Fig. 5) (62, 116, 293). 
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Fig. 5. Distribución de casos de pertussis por edad. Estados Unidos. Años 1997 a 2000. (71) 

 

Pertussis era una causa importante de muerte en el período prevacunal. Entre 

los años 1926 y 1930 se informaron más de 36 000 muertes por la enfermedad en 
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EEUU, la mayoría en infantes. Durante este período se reportaron más muertes 

en el primer año de edad por pertussis que por sarampión, escarlatina, difteria, 

poliomielitis y meningitis sumadas (71). Estudios recientes demuestran que esta 

enfermedad también es causa ocasional de muerte en adultos ancianos. La 

tendencia de mortalidad es claramente descendente, estimada en el año 2004 en  

3.9 cada 100 000 habitantes como promedio mundial, con valores que llegan a 

10.1 cada 100 000 habitantes en los países de bajos ingresos.  Se observa 

paralelamente un aumento de la proporción en menores de un año, que acerca 

los valores informados a casi el 100% de las muertes (412, 437). 

Se informan casos en todos los lugares poblados del planeta. El patrón cíclico de 

epidemias de pertussis es similar actualmente a lo que era en la era prevacunal.  

Como fuera señalado por Fine y Clackson más de 20 años atrás, la 

inmunización controló la enfermedad pero no disminuyó la circulación de 

pertussis (56).  El patrón cíclico tradicional se seguirá manteniendo ya que 

implica el tiempo que es necesario para que se acumule un significativo número 

de nuevos susceptibles para continuar la diseminación (20, 71, 101, 158, 342, 

351, 356, 375). Fundamentalmente durante la era vacunal cambiaron los grupos 

etáreos donde se acantonó pertussis, convirtiendo a los adolescentes y adultos 

en el  reservorio y fuente de infección y diseminación de la enfermedad. 

  

Respecto a la epidemiología de B. parapertussis,  es mucho menos lo que se 

conoce. En el período prevacunal se reportaron brotes epidémicos en EEUU, 

Inglaterra, Francia, República Checa, Bulgaria, Dinamarca, México, Chile, 

Australia, Japón, España, Portugal, Hungría, Yugoslavia y Finlandia (39, 108, 

117, 246, 254, 280, 422). 

  De todas maneras la frecuencia de pertussis por B. parapertussis es muy inferior 

a la causada por B. pertussis: por ejemplo, Eldering y Kendrick informaron en 

un estudio que abarcaba 15 años, que sobre 4483 aislamientos de Bordetella solo 

106 (2,4%) eran B. parapertussis (19). Los estudios serológicos muestran que las 

infecciones por B. parapertussis son comunes en todas las edades pero 

especialmente en los menores de 10 años. En Europa, a diferencia de EEUU, los 
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casos de B. parapertussis parecen ser más frecuentes, en algunas series se 

informa que causan hasta el 20% de los casos de pertussis. Los brotes 

epidémicos parecen también seguir un ciclo de aproximadamente 3 años, que 

no ocurre simultáneamente con los brotes de B. pertussis. Lautrop describió 79 

casos de personas con confirmación bacteriológica de infección con ambas 

Bordetellas, en un tercio de las mismas la infección era simultánea y en el resto, 

sucesiva. De los datos obtenidos no se pudo concluir que las infecciones por 

ambos gérmenes fueran más o menos severas ni tampoco que, en las infecciones 

sucesivas, la infección con el primer agente predisponga a infectarse con el otro 

(246). 

Mucho menos aún, se sabe  de la epidemiología de las infecciones causadas por 

B. bronchiseptica. No sabemos cual es su huésped primario, ni como es la 

transmisión intra e interespecies en la naturaleza. Se ha descripto que el 

organismo puede comportarse como de vida libre, por lo que la transmisión a 

múltiples especies puede ocurrir sin contacto directo. Causa infecciones 

respiratorias en una gran variedad de mamíferos, incluyendo al hombre (157, 

416). Las infecciones naturales más y mejor descriptas son las que afectan a 

perros y cerdos, así como a animales de laboratorio. Existen numerosas 

revisiones sobre casos en seres humanos (300, 435). Alrededor de la mitad de 

los casos actuales están relacionados a pacientes con Sida, en los que la 

patología más frecuente es neumonía (264, 393). También ocurren infecciones 

diseminadas. Otras infecciones respiratorias incluyen sinusitis y bronquitis. Los 

niños expuestos a animales infectados usualmente desarrollan un síndrome 

coqueluchoide (273). 

 

EPIDEMIOLOGÍA EN ARGENTINA 

Desde 1969 al 1979, se registraron en Argentina brotes epidémicos cada 3 años 

con la incidencia más alta en los años 1972 y 1976/77. La tasa media anual de 

notificación fue de 91.9/100 000 habitantes. En nuestro país en la década del 70 

se incorpora en el Calendario Nacional de Vacunación la vacuna antipertussis 

celular (DTP). Hasta 1985 sólo se aplicaban cuatro dosis, en ese año se realiza 
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una actualización de las normas y se agrega la 5º dosis al ingreso escolar, 

cambiándose el esquema de vacunación para las primeras cuatro dosis a los 2, 

4, 6 y 18 meses (Fig. 6). Durante la década del 80 se producen brotes con la 

misma periodicidad pero con menor incidencia. En el trienio 1980-1982 la tasa 

de notificación disminuye un promedio de 52.6%, coincidiendo con una 

elevación del 31% en la cobertura de vacunación con DPT. En 1984, 

coincidiendo con un brote de sarampión, vuelve a aumentar la tasa de 

notificación, para disminuir al año siguiente. Desde 1988 en adelante se observa 

una estabilización del descenso de la tasa de notificación, notándose una leve 

fluctuación trianual con aumento de casos. A partir del año 2002, cuando se 

logra la tasa más baja de incidencia 0.7/100 000, comienza un sostenido 

aumento de la misma que llega a un máximo en el año 2005 (59, 340) 

 

 
 
 

Coqueluche
Tasas por 100 000 habitantes.  Argentina. Años 1979 - 2006

1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

0,1

1

10

100

Ta
sa

s 
x 

10
00

00
 h

ab
ita

nt
es

Tasas 2 27 22 6,4 6,1 16 4,6 1,9 8,6 3,7 2,9 2 2,3 2,1 1,2 1,5 1,2 0,8 1,8 2,3 1,8 1,6 1,3 0,7 1,8 2,7 5,7 4,4

DPT al ingreso escolar

 
 
 
Fig. 6. Incidencia de coqueluche. Argentina. Años 1979 a 2006. (SNVS. Ministerio de Salud. Argentina)  
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El número de casos notificados en 2000 es 47 veces menor que en 1980. Cuando 

se comparan los datos de los 2 años se observa que la proporción de casos en 

menores de 1 año no varía significativamente, en tanto que la proporción de 

casos en el grupo de 15 a 49 años es 6 veces mayor en 2000 que en 1995. 

Si se analizan las tasas de incidencia para los distintos grupos etáreos (Fig. 7) se 

observa un claro y sostenido aumento en el período 1995/2006 para todos los 

grupos pero éste es especialmente alto en el grupo de mayores de 50 años 

(2200% de aumento) y sobre todo en el de 15 a 49 años (3866.7%). Esto 

demuestra un considerable incremento en la circulación de B. pertussis dentro 

del grupo que actúa como reservorio de la enfermedad (242). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7. Tasas de coqueluche por grupos de edad. Argentina. Años 1994, 1998, 2002, 2006. (SNVS. 
Ministerio de Salud. Argentina). 
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un aumento en la proporción de los menores de un año. Dicha proporción 

aumenta progresivamente desde 70.8% en 1980 hasta llegar al 100% a partir de 

1997. Respecto al sexo predomina el femenino en todos los años con excepción 

de 1982 y 1996 (338).  

 

REEMERGENCIA DE LA ENFERMEDAD 
En la era prevacunal las epidemias de pertussis seguían un patrón cíclico, con 

brotes cada 2 a 5 años. Actualmente la incidencia de pertussis se ha reducido 

dramáticamente pero el patrón cíclico no ha cambiado. Esto contrasta con otras 

enfermedades, como sarampión, en las que al generalizarse la vacunación se 

han alargado los intervalos entre ciclos, paralelo a la disminución en la 

incidencia. Este diferente comportamiento sugiere que en el caso de sarampión 

se ha logrado disminuir la incidencia de la enfermedad y la circulación del 

virus, en cambio en pertussis se ha logrado disminuir la incidencia de 

enfermedad reportada pero no la circulación del microorganismo  (5, 41, 48, 93, 

159, 194, 256, 281, 341, 398). 

 La enfermedad no ha sido eliminada de ningún país a pesar de décadas de 

altas coberturas vacunales (95, 163). Más aún, se ha informado reemergencia de 

la enfermedad en algunos países con altas tasas de vacunación: Holanda, 

Bélgica, España, Alemania, Francia, Australia, Canadá, Estados Unidos, etc. (3, 

4, 70, 78, 122, 152, 160, 183, 308, 328, 354, 442).  

Las tasas de incidencia en  adolescentes y adultos han aumentado 

significativamente hasta alcanzar valores de 300 e incluso más de 500 /100 000 

habitantes por año en varios países. Cada vez hay evidencias más concluyentes 

que la enfermedad se transmite de los adolescentes y adultos a los niños 

pequeños, a veces con consecuencias fatales.  

Este notable aumento en las tasas de incidencia puede tener varias 

explicaciones (384): 

1. Cambios en los métodos de vigilancia usados, por ejemplo, uso de 

técnicas diagnósticas más sensibles. 
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2. Cambios en la calidad de las vacunas en uso. Esto fue informado como la 

probable causa del aumento de la enfermedad en Canadá. En este país 

ocurrió un importante brote 5 años después de reemplazarse la vacuna 

que venia usándose por otra. Si bien no se hicieron estudios 

comparativos de las eficacias de las vacunas ni se contaba con datos 

fidedignos sobre la vacuna que se venía usando, repetidas experiencias 

mostraron que la eficacia de la última vacuna era de 48 a 69%. A pesar de 

una alta cobertura, el continuo uso de esa vacuna dejó una gran 

proporción de niños nacidos a partir de 1985 (año en que se comenzó a 

aplicar) susceptibles a la enfermedad (176, 303).  

3. Corta duración de la inmunidad conferida por las vacunas. Está 

demostrado que la inmunidad conferida por la infección natural no dura 

de por vida, según diversos estudios no sería mayor de 20 años. La 

inmunidad vacunal es incluso de menor duración, según las 

publicaciones entre 6 y 10 años. Esto quiere decir que en poblaciones 

como la nuestra, que se aplica la última dosis a los 6 años, tendríamos 

acumulación de susceptibles a partir de aproximadamente los 16 años de 

edad (8, 247, 397). 

4. Cambios en la población de Bordetella pertussis. Este es el caso de la gran 

epidemia de Holanda de 1996. Se demostró una evolución de las cepas 

circulantes probablemente inducida por la vacunación (2, 42, 103, 296, 

302, 312, 314, 396, 405). La divergencia entre las cepas vacunales y la 

población bacteriana circulante, que apoyarían dicha hipótesis, fue 

observado en varios países: Estados Unidos, Finlandia, Reino Unido, etc 

(31, 38, 58, 61, 67, 121, 173, 311, 440).  Estas divergencias podrían causar 

una disminución en la efectividad de la vacuna en uso. En  nuestro país, 

Hozbor y col. realizaron la caracterización de algunos aislamientos 

circulantes, especialmente desde el punto de vista del polimorfismo de 

PRN y PT. Estos aislamientos, provenientes de pacientes pediátricos 

fueron clasificados como S1A y PRN2, distintos de las cepas vacunales. 

Esto concuerda con la tendencia observada a nivel mundial. La selección 
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en nuestro país del mismo tipo de cepas que las aisladas en EEUU y 

países de Europa brinda un apoyo importante a la hipótesis de la 

inmunoselección causada por la vacunación (40, 51, 131, 154, 177, 228, 

232, 241, 286, 287, 304, 319, 389, 394, 395, 402, 404).  

 

Todos los cambios verificados en la epidemiología de la enfermedad: aumento 

del número de casos, corrimiento de las edades afectadas, circulación de cepas 

distintas, incremento de la frecuencia de aparición de especies de Bordetella 

distintas a B. pertussis, marcan la imperiosa necesidad de aumentar la vigilancia 

sobre una enfermedad de tan alto impacto en la salud pública. Es 

imprescindible profundizar las investigaciones tendientes a clarificar las causas 

de estas observaciones, única manera de diseñar las acciones más eficientes 

para atenuar la emergencia de la patología (361). 

 

 

OBJETIVOS  

No ajena a la situación descripta, en la provincia de Neuquén a partir de 2004 se 

detecta un aumento significativo de casos de pertussis: 210 casos notificados y 

95 confirmados por PCR y/o Serología.  Este aumento sostenido en el tiempo, 

marcó la necesidad de contar con metodologías diagnósticas en la provincia  de 

forma de facilitar la toma de medidas oportunas. Para ello se diagramó un 

proceso de desarrollo e investigación que dio origen a esta tesis,  cuyos 

objetivos fueron: 

 

 

Objetivo general:  

 

Investigación de la situación provincial de coqueluche a partir de la 

implementación y/o desarrollo de metodologías que contribuyan a la 

confirmación local de los casos sospechosos. 
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Objetivos específicos: 

 

1. Puesta en marcha de metodologías diagnósticas en Laboratorio/s de la 

Provincia. 

2. Aplicación y análisis de resultados en el laboratorio 

3. Optimización de las metodologías implementadas con especial 

orientación a las necesidades y realidades de la Provincia. 

4. Aplicación y evaluación de resultados obtenidos. 
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CAPÍTULO UNO 

IMPLEMENTACIÓN DEL DIAGNÓSTICO DE 

COQUELUCHE EN LA PROVINCIA DE 

NEUQUÉN 

 
INTRODUCCIÓN 

La Provincia del Neuquén posee una extensión territorial de 94.078 Km2. Su 

límite norte es la provincia de Mendoza hasta la intersección con el meridiano 

68º 15’ de longitud oeste; al este continúa con el mismo meridiano hasta los ríos 

Neuquén y Limay, punto de diferenciación con la provincia de Río Negro, y el 

límite oeste lo traza la cordillera de los Andes, limitando con Chile.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fig.1. Provincia de Neuquén. Ubicación territorial en la República Argentina 
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Como el resto de la Patagonia, se caracteriza por una baja densidad poblacional 

(5 habitantes por km2). En 1915, se dividió el territorio en 16 departamentos, 

respondiendo a principios puramente administrativos y territoriales. 

La provincia se caracteriza por tener un alto porcentaje de población migratoria 

(35%). Esto responde principalmente al marcado dinamismo de la población 

asociada a las principales actividades económicas de la provincia: turismo, 

minería,  hidrocarburos y  construcción de obras públicas. Los cambiantes 

movimientos migratorios hacen difícil la proyección de poblaciones, en especial 

en ciertas localidades en las que nuevos emprendimientos generan una gran 

inmigración o, por el contrario, una fuerte emigración cuando estos finalizan. 

Según el censo de 2001, la provincia tiene 473.315 habitantes, con un índice de 

masculinidad de 59.7. La tasa de variación relativa fue del 21.9% para el período 

1991-2001. Los departamentos que más han crecido en población entre ambos 

censos, son Los Lagos y Pehuenches (107 y 110% de crecimiento); mientras que 

el departamento de Collón Curá tuvo un decrecimiento poblacional del 44% . 

 

La pirámide poblacional de la provincia presenta una base ancha, 30% la 

población entre 0 y 14 años, 60% el grupo entre 15 y 64 años (población 

económicamente activa) y 6% la población de 65 años y más. Sin embargo,  la 

comparación de datos censales previos muestra una tendencia a disminuir su 

base (Tabla 1 y Fig. 2): 

 
Tabla 1. Población de la Provincia de Neuquén. Variación intercensal  1980-1991-2001. 
(Dirección Provincial de Estadísticas y Censos. Neuquén) 

Censo % 0 a 14 años Variación intercensal 

1980 39.2  

1991 34 -4.8 % 

2001 30 -4 % 
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Fig. 2. Provincia de Neuquén. Población: estructura por edad, sexo y lugar de nacimiento. 

 

La provincia puede dividirse en cuatro regiones relativamente definidas. La 

zona noroeste y cordillerana, de preponderante actividad ganadera 

(fundamentalmente ovinos y caprinos) y minera; la zona sur, rica en recursos 

turísticos; la zona centro, con explotaciones de hidrocarburos y mineras, y la 

zona del alto valle de los ríos Limay y Neuquén, donde predominan las 

actividades frutícolas e hidroenergéticas. 

 

ORGANIZACIÓN GENERAL DEL SISTEMA DE SALUD DE NEUQUÉN 

En el ámbito del Sector Salud, la provincia está dividida en seis Zonas Sanitarias 

que contienen 30 áreas programáticas hospitalarias, colindantes. A excepción 

del área Neuquén capital, que cuenta con tres hospitales y 15 centros de salud, 

cada una de las áreas programas está representada por un Hospital cabecera y 

sus Centros de Salud.  
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Si bien la accesibilidad a los centros urbanos no es igual en toda la provincia, un 

Sistema de Salud que priorizó entre sus objetivos la extensión de la cobertura, 

permite a través de centros de salud, puestos sanitarios y visitas programadas a 

las áreas rurales, extender la cobertura a un muy alto porcentaje de la 

población. 

El Estado definió su responsabilidad para con la Salud en la Constitución 

Provincial (dictada en 1957), donde se declara: "Es obligación ineludible de la 

Provincia velar por la Salud y la Higiene públicas, especialmente en lo que se refiere a la 

prevención de enfermedades, poniendo a disposición de sus habitantes, servicios 

gratuitos y obligatorios en defensa de la salud, por lo que ésta significa como capital 

social". 

 

Dentro de este contexto ideológico, se desenvolvió la política del Sector Salud. 

El Sistema Provincial de Servicios de Salud está integrado por los recursos de 

tres subsectores de atención médica: Público, Privado y de Obras Sociales. 

El Subsector Público cubre a la totalidad de las localidades de la Provincia, a 

través de Hospitales y Centros de Salud, así como a las comunidades rurales, 

por medio de Puestos Sanitarios y/o visitas periódicas desde el hospital de 

referencia. En muchas localidades del interior de la Provincia, es el único 

prestador de servicios. Los Subsectores Privado y de Obras Sociales han 

localizado sus efectores con internación en las principales ciudades de la 

Provincia, tales como Neuquén, Centenario, Cutral Có, Plaza Huincul y Zapala. 

Existen Centros Médicos ambulatorios y consultorios particulares en diversas 

localidades del interior provincial. 

 

PROGRAMACIÓN DE ACTIVIDADES DEL SUBSECTOR PÚBLICO DE 

SALUD  

En 1970 se formuló una programación de actividades cuyos lineamientos 

conservan aún plena vigencia y se organizó un sistema de servicios, iniciando 

un proceso cuya dinámica se ha mantenido merced a su ratificación por los 

sucesivos gobiernos jurisdiccionales. 
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La programación de actividades pone énfasis en la promoción y protección de 

la salud, la atención médica básica y el saneamiento del medio. 

Además de la modalidad tradicional de asistencia hospitalaria a través de 

consulta e internación, se mantiene atención en Centros de Salud ambulatorios 

(urbanos) y se efectúan visitas a los pobladores rurales, como se mencionó 

anteriormente, por parte de médico, enfermera, odontólogo, agente sanitario y 

otros integrantes del equipo de salud. El Subsector Público Provincial 

comprende un Nivel Central  normativo y de conducción general y una red 

integrada por los establecimientos prestadores de servicios. Dicho Nivel Central 

es conducido por la Subsecretaría de Salud, dependiente del Ministerio de 

Salud y Seguridad Social, la cual ejerce su función de conducción hacia las 

Jefaturas de Zonas Sanitarias. El equipo técnico de la Subsecretaría de Salud 

cubre las áreas de Programación, Información, Regulación y Control, y 

Administración. El sistema se continúa con un modelo organizacional 

regionalizado e integrado, a través de una red de establecimientos de niveles de 

complejidad creciente, agrupados en Zonas Sanitarias. Para ello se divide el 

territorio en áreas programáticas locales, bajo la administración de una Zona 

Sanitaria, que es responsable del funcionamiento de los servicios de salud de su 

área y está capacitada para articular el funcionamiento de los recursos. Con el 

crecimiento y desarrollo provincial, las cuatro Zonas Sanitarias en que se 

dividió inicialmente el territorio, se han transformado en seis, además del 

Hospital Provincial de Neuquén. En cada Zona Sanitaria hay un hospital 

cabecera zonal, de mediana complejidad, con el cual se vinculan a través de 

interconsultas y derivaciones, otros hospitales de baja complejidad ubicados en 

localidades vecinas. 

Existe un hospital que por su ubicación geográfica (en la confluencia de las 

rutas que se dirigen hacia la capital provincial) progresivamente va tomando 

características de hospital de referencia interzonal para las Zonas Sanitarias III y 

IV, que es el Hospital Zapala, y un hospital de referencia provincial (máxima 

complejidad del sistema), que es el Hospital Dr. Eduardo Castro Rendón, en la 

ciudad de Neuquén. 
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La provincia cuenta con 29 hospitales, 68 centros de salud, 64 puestos sanitarios 

rurales; además de varios establecimientos con internación privados y de obras 

sociales. 

La Zona Metropolitana conduce los servicios de salud de la Ciudad de 

Neuquén (con excepción del Hospital Neuquén), que están constituidos por el 

Hospital Dr. Horacio Heller, el Hospital Bouquet Roldán y 16 Centros de Salud, 

todos ellos con un área programa asignada. 

El triángulo que -hacia el este- forma la Provincia, está atendido por seis 

hospitales: Centenario, Plottier, Senillosa, El Chocón, San Patricio del Chañar y 

Rincón de los Sauces, bajo la conducción de la Zona Sanitaria I, con asiento 

administrativo en la Ciudad de Neuquén. 

El área centro-sur de la Provincia está atendida por tres hospitales: Cutral Có-

Plaza Huincul, Picún Leufú y Piedra del Aguila y constituye la Zona Sanitaria 

V, con asiento en Plaza Huincul. 

La Zona Sanitaria III, con cabecera en Chos Malal, atiende el cuadrante norte de 

la Provincia, con seis hospitales: Chos Malal, Tricao Malal, Andacollo, Las 

Ovejas, Buta Ranquil y El Cholar.  

La Zona Sanitaria IV atiende el sector sur, con cuatro establecimientos: San 

Martín de los Andes, Junín de los Andes, Villa La Angostura y Las Coloradas, 

con cabecera en San Martín de los Andes. 

El sector oeste está atendido por siete hospitales dependientes de la Zona II, con 

asiento en la Ciudad de Zapala: Zapala, Mariano Moreno, Bajada del Agrio, Las 

Lajas, Loncopue, El Huecú y Aluminé. 

Todos los hospitales, así como los Puestos Sanitarios (o Escuelas Rurales 

colindantes), están conectados por una red de radiocomunicaciones, existiendo 

además teléfono en casi todas las localidades y en algunos parajes rurales.  

Los hospitales que cuentan con teléfono, disponen del servicio de correo 

electrónico, vinculado con la Subsecretaría de Salud. Los hospitales recurren a 

sus ambulancias para las derivaciones por vía terrestre y, en caso de requerirse 

evacuaciones por vía aérea, el servicio es prestado por empresas particulares.   
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En cuanto a los niveles de complejidad, debe entenderse que, en términos 

generales, los hospitales de baja complejidad (Nivel III) ofrecen atención médica 

indiferenciada a través de profesionales especialmente capacitados en medicina 

general. En los servicios de mediana complejidad (Nivel IV) se incorporan las 

especialidades llamadas básicas: pediatría, obstetricia, cirugía y clínica médica. 

En el hospital interzonal (Nivel VI) y en forma parcial en las cabeceras de zonas, 

se agregan las especialidades de traumatología, oftalmología y 

otorrinolaringología, además de algunas prácticas de diagnóstico más 

complejas. El hospital provincial (Nivel VIII) dispone de casi la totalidad de las 

subespecialidades médicas, además de mantener actividades permanentes de 

docencia e investigación. 

Todos los hospitales de la Provincia ofrecen, normalmente, atención 

odontológica, así como radiología y laboratorio básicos. A su vez, en cada 

localidad suele haber Centros de Salud ambulatorios, que dependen del 

hospital local, con asistencia diaria de profesionales del hospital. 

En diferentes parajes de las áreas rurales existen Puestos Sanitarios, que están a 

cargo de agentes sanitarios y reciben visita médica y odontológica periódica, 

desde su hospital base. 

La organización del sistema de salud de la provincia permite un manejo 

coordinado de todas las actividades, incluyendo aquellas relacionadas con la 

vigilancia epidemiología de patologías priorizadas por las autoridades. Entre 

estas se destacan aquellas enfermedades prevenibles por vacunación y, dentro 

de ellas, ocupa un lugar de creciente importancia la coqueluche. 

 

SITUACIÓN EPIDEMIOLÓGICA DE COQUELUCHE EN LA PROVINCIA 

DE NEUQUÉN 

Entre los años 1994 y 2000 se notificaron 14 casos de coqueluche en la provincia 

de Neuquén, ninguno de los cuales fue confirmado ya que en esa época no se 

realizaban estudios de laboratorio en la provincia ni se derivaban a otros 

centros. A partir del año 2001 se comenzó con la derivación de sueros al 

Instituto Nacional de Producción de Biológicos (INPB) de la ANLIS “Dr. Carlos 
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G. Malbrán” (Buenos Aires) para confirmación de la patología. Entre 2001 y 

2003 se notificaron 59 casos de los cuales 12 se confirmaron por serología. A 

partir de 2004 se detecta un aumento significativo de la incidencia con 210 casos 

notificados y 95 confirmados por PCR y/o Serología. La distribución de los 

casos de coqueluche durante los años 1994 a 2004 se muestra en la tabla 2. 

 
Tabla 2. Casos sospechosos y confirmados de coqueluche, distribución por edad del paciente 
y año. Provincia de Neuquén. Años 1994 a 2004.  

Año Total  Confirmados Sospechosos 
Menores 

de 6 meses 

De 6 m a 1 

año  

Mayores 

de 1 año 

1994 3   3 3 0 0 

1995 2   2 2 0 0 

1996 0   0 0 0 0 

1997 2   2 2 0 0 

1998 6   6 3 3 0 

1999 1   1 1 0 0 

2000 0   0 0 0 0 

2001 17 9 8 15 2 0 

2002 17 3 14 17 0 0 

2003 11 0 11 10 0 1 

2004 210 95 115 76 34 100 

 

Frente a esta situación, las áreas involucradas del Nivel Central de la 

Subsecretaría de Salud tomaron la decisión de crear un grupo de trabajo  

integrado por representantes de las áreas de epidemiología, inmunizaciones, 

infectología y red de laboratorios. Se le encomendó estudiar el incipiente brote 

de coqueluche, organizando las actividades de control que fueran necesarias. 

De esta manera se normatizaron los procesos de atención, de búsqueda de 

contactos, de quimioprofilaxis, se solicitaron los recursos necesarios para la 

compra de insumos y medicamentos, se revisaron las actividades de 

vacunación y las coberturas alcanzadas con las distintas dosis, se consensuó una 

definición de caso más apropiada para trabajar en el brote y se decidió evaluar 
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la posibilidad de contar con metodologías diagnósticas en la Provincia, ya que 

la gran cantidad de casos lo justificaban y era imprescindible acelerar los 

tiempos de confirmación para ir teniendo un panorama de la situación más 

ajustado a la realidad en cada momento. 

Definición de caso sospechoso: el grupo de expertos decidió disminuir en 7 

días el período de tos necesario para considerar caso sospechoso, basado en que 

en situación de brote es necesario sensibilizar la definición para permitir tomar 

decisiones y acciones más rápidamente (309). Evaluaciones posteriores 

demostraron que esto permitió sensibilizar la detección de casos sin 

disminución de importancia en la especificidad. La definición de caso adoptada 

y aún vigente es:   

 

 Mayores de 6 meses: Tos por siete o más días de duración, acompañada 

por uno o más de los siguientes síntomas o signos: accesos de tos 

violentos y repetidos (paroxismo), vómitos después de la tos, estridor 

inspiratorio. Tos por siete o más días de duración que sea contacto de 

un  “caso”. 

 En niños menores de 6 meses: Cuadro clínico de infección respiratoria 

acompañado de al menos uno de los siguientes: apneas, cianosis, 

accesos de tos paroxística, vómitos luego de la tos.  

 

Para la clasificación final de los casos fue necesario adoptar algunas 

definiciones, de esta forma cada caso se consideró: 

 

 Confirmado: aquel con PCR positiva y/o cultivo positivo y/o 

cuadriplicación de los títulos serológicos entre la primera y la segunda 

muestra. También se considera dentro de esta categoría a aquellos que 

reúnen criterios clínico epidemiológicos y son contactos de un caso 

confirmado. 



                                                                                                                           Capítulo 1 

Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

46 

 No confirmado: aquel que reúne criterios clínico-epidemiológicos pero 

no es confirmado por ninguna metodología de laboratorio ni es 

contacto de caso confirmado. 

 Descartado: aquel que no reúne criterios clínico-epidemiológicos. 

 

IMPLEMENTACIÓN DEL DIAGNÓSTICO DE COQUELUCHE EN LA 

PROVINCIA 

Para avanzar en este aspecto, se realizaron las consultas pertinentes a los 

Laboratorios Nacionales de Referencia: el Instituto de Biotecnología y Biología 

Molecular (IBBM), dependiente de la Facultad de Ciencias Exactas de la 

Universidad Nacional de La Plata y el Instituto Nacional de Enfermedades 

Infecciosas (INEI) dependiente de ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. Ellos fueron 

quienes asesoraron a la provincia y guiaron la transferencia de las metodologías 

de cultivo y diagnóstico molecular. Estas fueron las herramientas diagnósticas 

elegidas teniendo en cuenta la experiencia de los laboratorios microbiológicos 

locales y la disponibilidad de equipamiento y personal recientemente 

capacitado en metodologías diagnósticas de base molecular. En Agosto del año 

2005 un equipo del IBBM y del INEI-ANLIS Malbrán se trasladó a la ciudad de 

Neuquén con el objetivo de trabajar en conjunto con los profesionales locales en 

la puesta a punto de los métodos y en el comienzo del diagnóstico local. 

Se decidió implementar la PCR específica para el agente causal, Bordetella 

pertussis, que amplifica la secuencia promotora del gen de la Toxina Pertussis 

(162, 212), para posteriormente evaluar la necesidad de complementar con otras 

PCR. También en ese momento se planteó la necesidad de evaluar el 

funcionamiento del diagnóstico molecular en las muestras provenientes de toda 

la provincia, teniendo en cuenta las particularidades de la misma y las 

dificultades que pudieran existir, particularmente en invierno, para realizar las 

derivaciones de las mismas en forma rápida. 

Así a partir de mediados del año 2005 la provincia tuvo la posibilidad de 

realizar localmente una parte del diagnóstico. Esto coincidió en el tiempo con 

un  incremento notorio de los casos, que alcanzaron niveles de epidemia. Esta 
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situación tiende, aunque con niveles más bajos, a repetirse en los años 2006 y 

2007 estableciéndose una situación endemo-epidémica, es decir una alta 

endemia con brotes epidémicos anuales (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                                              

 

                                                                           Programa de Inmunizaciones-Dirección de Epidemiología 
                                                                             Subsecretaría de Salud de Neuquén 

 
Fig. 3. Curva epidémica de casos de coqueluche confirmados y no confirmados. Provincia de 
Neuquén.  Años 2004 a 2007 
 

Durante el período 2005-2007 fueron denunciados más de 5500 casos. El 64,5% 

de ellos correspondieron a menores de 6 años de edad (Fig. 4). El 35.5% restante 

se registró en mayores de 6 años de edad, un porcentaje relativamente alto para 

ese grupo etáreo sobre todo si se tiene en cuenta que clásicamente coqueluche 

se describe como una enfermedad de la primera infancia. Este número de casos 

en adolescentes y adultos es importante ya que este grupo puede actuar como 

reservorio y diseminador del patógeno. 

Curva epidémica de casos de coqueluche confirmados y no confirmados 
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Casos 2005 a 2007
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Fig. 4. Distribución de casos de coqueluche por grupo etáreo. Provincia de Neuquén. Años 

2005 a 2007 

 

Si se desagregan estos datos según el año, se puede observar una tendencia 

declinante de casos en los grupos de mayor edad con un aumento considerable 

en los menores de 6 meses (Fig. 5). 
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Fig. 5. Distribución de casos de coqueluche por grupo etáreo y año. Provincia de Neuquén. 
Años 2005 a 2007 
 

Como puede observarse en el gráfico de distribución de casos confirmados por 

PCR, los mismos se reparten casi en partes iguales en los grupos de 2 a 6 meses 

(175/879, 20%), 6 a 18 meses (211/879, 24%) y 18 meses a 6 años (178/879, 20%); 

siendo los porcentajes en otras edades menores y variables (Fig. 6). 
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Casos confirmados-Distribución por edad (N=879)
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Fig. 6. Casos confirmados de coqueluche. Distribución por edad. Provincia de Neuquén. 
Años 2005 a 2007 
 

En el siguiente gráfico se observa que el número de casos en pacientes que han 

recibido tres dosis de vacuna o más es alto (408 casos confirmados en los que 

este dato es conocido), incluyendo 49 casos en pacientes con esquema completo 

(5 dosis) (Fig. 7). 
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Fig. 7. Distribución de casos sospechosos y confirmados de coqueluche según dosis de 
vacuna recibidas. Provincia de Neuquén. Años 2005 a 2007. 
 

Estos datos permiten conocer la situación epidemiológica de coqueluche en la 

Provincia de Neuquén, caracterizada por un brote de gran magnitud en el año 

2005 y una situación en los años posteriores que tiende a establecerse como una 
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endemia con alto número de casos. Hay denuncia de la enfermedad en todos 

los grupos etéreos pero tienden a concentrarse en los menores de 6 años. La 

presencia de la enfermedad en adolescentes y adultos merece especial atención. 

Esta no es una situación privativa de la provincia, ya que se repite en otras 

regiones del país y en varios países del mundo. Este grupo etáreo constituye el 

reservorio y la fuente de contagio para los niños más pequeños. En muchos 

lugares del mundo se ha comenzado, o se está evaluando, la vacunación de 

adolescentes y adultos como estrategia para disminuir el reservorio. Es también 

preocupante el alto número de casos en pacientes vacunados, este hecho 

requiere un profundo análisis ya que puede implicar la necesidad de 

elaboración de vacunas con mayor eficacia. 

 

Luego del brote del 2005 en nuestra provincia, que afectó a personas de todas 

las edades y que movilizó recursos de todo el Sistema Provincial de Salud, 

surgieron muchos interrogantes, entre otros: cuáles fueron las causas de este 

importante aumento de casos?, cuáles son los mejores criterios de laboratorio 

para confirmar los casos?, que participación pueden tener otros agentes 

etiológicos en los cuadros clínicos observados?, cuál es el rol de los adolescentes 

y adultos en la transmisión de la enfermedad?, cómo actuar en el futuro en 

situaciones similares?, como proteger a los grupos de mayor riesgo?.  

Indudablemente cualquier mejora a introducir en las acciones destinadas al 

control y manejo de coqueluche debe descansar en la excelencia del diagnóstico 

confirmatorio del laboratorio. Está claro que la mayor sensibilidad y 

especificidad diagnóstica se alcanzan cuando se utilizan adecuadamente las  

tres herramientas disponibles: cultivo, serología y diagnóstico molecular. 

Durante la epidemia de coqueluche la provincia decidió implementar la 

metodología de PCR para confirmar los casos. Con más de 1500 muestras 

estudiadas en 2005 y más de 2500 ensayos de PCR realizados a lo largo del año, 

esta metodología se convirtió en una herramienta imprescindible en el manejo 

de la situación por su rapidez, sensibilidad y especificidad. A pesar de ello, fue 
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posible advertir algunas limitaciones del método así como incertidumbres 

respecto a sus parámetros de desempeño. 

Uno de los problemas observados fue un número excesivo de repeticiones de 

las determinaciones. Dada la naturaleza de las muestras utilizadas, casi 

exclusivamente aspirados nasofaríngeos muchos de ellos altamente mucosos, y 

un procesamiento simple que abarata costos, muchas amplificaciones no podían 

interpretarse adecuadamente por suciedad en las corridas electroforéticas y esto 

requería repetir el proceso con muestras diluídas. 

Por otra parte, no existía seguridad respecto al tiempo en que podían 

conservarse las muestras hasta el procesamiento sin pérdida apreciable de 

sensibilidad, ni tampoco cual era la forma y la temperatura más adecuada para 

hacerlo. Como la epidemia se diseminó por toda la provincia y el diagnóstico se 

centralizó en el laboratorio de referencia de la provincia, muchas muestras 

debían derivarse desde más de 400 km. Respecto del diagnóstico 

microbiológico, el cambio realizado fue la descentralización  del mismo para 

intentar una mejora en la recuperación del agente causal al disminuir el tiempo 

de espera entre la toma de muestra y el cultivo. Los cultivos, a partir de la 

muestra tomada del paciente con sintomatología compatible con coqueluche, se 

comenzaron a realizar en los Hospitales cabecera de cada Zona Sanitaria 

provincial. En cambio, el diagnóstico molecular por PCR continuó centralizado 

en el Laboratorio de Biología Molecular de la capital provincial, persistiendo 

incertidumbre sobre la adecuada conservación de las muestras durante las 

derivaciones. 

Finalmente, existían dudas si la PCR elegida (detección de la secuencia 

promotora del gen de Toxina pertussis, específica para Bordetella pertussis) era la 

más adecuada dentro de las disponibles y si era posible alguna mejora de la 

misma. 

Con el objetivo de establecer las bases para una mejora en el diagnóstico con 

herramientas moleculares de coqueluche, que nos permitiera hacer más 

eficiente el manejo de la situación endemo epidémica de la enfermedad, se 

diseñó una investigación para encontrar respuesta a las siguientes preguntas: 
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1. Cuál es la mejor preparación de las muestras respiratorias para la PCR, 

compatible con costos razonables?. 

 

2. Cómo se conservan mejor las muestras antes de procesarlas?. A que 

temperatura?. Es necesario un procesamiento preliminar antes de 

derivarla al Laboratorio de Biología Molecular?. 

 

3. La PCR en uso, es la más adecuada dentro de las existentes y a nuestro 

alcance?. Es posible introducir alguna mejora en su sensibilidad y/o 

especificidad?. 

 

Para intentar dar respuestas a las preguntas planteadas se programó una 

investigación dividida en tres etapas. Los resultados alcanzados se presentan en 

este trabajo de tesis. Se espera que los mismos puedan contribuir al objetivo de 

optimizar el diagnóstico molecular de coqueluche, adaptado a condiciones 

como las que se dan en nuestra provincia y destinado fundamentalmente a dar 

la respuesta más adecuada posible a cada enfermo independientemente de su 

lugar de residencia. Se espera además que los mismos ayuden a comprender 

algunos aspectos de la epidemiología de la enfermedad en Neuquén. 
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CAPÍTULO DOS 

OPTIMIZACIÓN DEL PROCESAMIENTO DE 

LAS MUESTRAS CLÍNICAS 

 
 
INTRODUCCIÓN 

El desarrollo de la tecnología de amplificación de ácidos nucleicos ha tenido un 

impacto significativo en el diagnóstico y manejo de muchas enfermedades 

infecciosas (135, 140, 265, 378). La reacción en cadena de la polimerasa (PCR por 

sus siglas en inglés), permite amplificar cantidades mínimas de ácidos nucleicos 

y generar millones de copias idénticas de la secuencia del ADN o ARN blanco 

en cuestión de horas. Esto le permite tener una alta sensibilidad (entre 90% y 

100%) y una gran especificidad (más del 95%). Mediante la PCR se pueden 

detectar directamente en las muestras clínicas, de forma rápida y precisa, la 

presencia de microorganismos patógenos de lento crecimiento, tales como 

Chlamydia, Mycoplasma, micobacterias (97, 385), etc., fastidiosos como B. pertussis 

(1, 11, 15, 21, 110, 111, 128, 142, 162, 212, 257, 336),  o que no pueden ser 

cultivados tales como algunos virus de la hepatitis y papilomavirus (30).  La 

metodología de PCR si bien requiere de comprensión de las aplicaciones 

clínicas y sus ventajas potenciales, limitaciones y utilidad clínica, es hoy 

considerada una herramienta poderosa para el diagnóstico rápido y preciso de 

una serie de enfermedades infecciosas, incluyendo pertussis, con impacto real 

en el manejo y evolución del paciente. El uso de esta técnica puede incrementar 

la sensibilidad del gold estándar (cultivo) en casi un 40% con una especificidad 

estimada de 97% - 98% respecto del cultivo. Además el empleo de la misma ha 

permitido disminuir los tiempos de obtención de resultados de días a horas. 

Estas ventajas han motivado el uso más masivo de esta metodología en el 

diagnóstico de la enfermedad. Tanto para esta metodología como para el 

diagnóstico microbiológico, la muestra de elección  es el aspirado nasofaríngeo 

y alternativamente, especialmente en adolescentes y adultos, el hisopado 
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nasofaríngeo. Aunque estas muestras constituyen el mejor material para el 

diagnóstico, en algunos casos en que su obtención sea difícil, puede optarse por 

el esputo, especialmente en adultos. Cualquiera de estas tres muestras si bien 

son las adecuadas para la patología, presentan cierta dificultad para su 

utilización en el diagnóstico molecular dada su naturaleza mucosa. Esto trae 

aparejado un incremento en la manipulación de la muestra y la necesidad de 

realizar repeticiones de la metodología para poder interpretar adecuadamente 

el resultado. Estos inconvenientes deslucen las ventajas de la metodología y 

obviamente aumentan costos.  El procedimiento más sencillo propuesto para el 

tratamiento de estas muestras consiste en una incubación de la misma con 

proteinasa K a 65° C durante al menos una hora. Luego de la incubación se 

procede a la inactivación de la enzima por calentamiento y  a una 

centrifugación para emplear el sobrenadante como molde de la reacción de PCR 

(153, 271). Si bien los resultados obtenidos con esta metodología son 

satisfactorios, es frecuente encontrar resultados como los  mostrados en la Fig. 

1. 

 
 

 
Fig. 1: Corrida electroforética en gel de agarosa (2 % p/v) de los productos de la reacción de 
PCR realizada utilizando los primers de región promotora de la toxina pertussis (PCRPT). 
Calle 1: muestra de paciente A. Calle 2: Control positivo (material obtenido de la lisis de una 
suspensión bacteriana de B. pertussis). Calle 3: muestra de paciente B. Calle 4: muestra de 
paciente B diluída 1/10. Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 ug/ml 
 

En esta figura puede observarse  la interferencia producida por el exceso de 

mucosidad que en el caso de la muestra obtenida del paciente B se corrige 

diluyendo la misma (aparece una débil banda que indica positividad, calles 3 y 

4 de la Fig. 1). Estas dificultades se presentan con una frecuencia tal que obliga a 

repetir un porcentaje alto de las muestras con el consiguiente aumento de costos 

   1          2          3          4 

 
191 pb 
 



                                                                                                                           Capítulo 2 

Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

55 

y demora en la obtención de resultados. Por ejemplo, en el año 2007 hemos 

recibido en el Laboratorio Central de Neuquén 1267 muestras obtenidas de 

pacientes con sintomatología compatible con pertussis.  Del total de muestras 

procesadas, un 70.0% se pudieron resolver en la primera determinación, las 

restantes muestras requirieron repeticiones: 311 (81.8%) de ellas se repitieron 

una vez, 60 (15.8%) se debieron repetir 2 veces y 9 (2.4%) se resolvieron recién 

en la cuarta vez que se procesaron. Todas estas repeticiones estuvieron 

relacionadas a las dificultades en la interpretación de resultados causadas por la 

mucosidad de las muestras. 

Por estas consideraciones, la primera etapa del trabajo de investigación aquí 

presentado tuvo como objetivo mejorar la calidad de la muestra utilizada para 

el diagnóstico molecular de coqueluche de forma de disminuir la necesidad de 

repeticiones. Para ello se seleccionaron de la bibliografía los métodos de 

preparación de muestras propuestos para especímenes respiratorios y 

destinados a ser utilizados en varias PCR distintas, algunos fueron modificados  

ligeramente para adaptarlos a las condiciones de trabajo locales. Se intentó 

abarcar la mayor diversidad posible de reactivos utilizados, incluso evaluando 

algunas combinaciones de los propuestos en los distintos trabajos. A 

continuación se describe la metodología empleada para luego abordar la 

presentación de los resultados obtenidos y la discusión de los mismos. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas y condiciones de cultivo: Durante el estudio se utilizó una cepa de B. 

pertussis TOHAMA (CIP 8132), cedida por el Laboratorio Nacional de 

Referencia. La misma se conservó en caldo glicerinado 15% en freezer a -70º C 

hasta el momento de su uso. Una alícuota de la misma se sembró en agar Bordet 

Gengou suplementado con sangre ovina desfibrinada a una concentración final 

de 15% v/v. Se incubó a 35º C durante 72 horas en atmósfera saturada de 

humedad. A partir de este crecimiento en placa se realizaron suspensiones para 

utilizarlas luego como se detalla más adelante 
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Preparación de las muestras: Los métodos seleccionados para el estudio fueron:  

Método 1: Este método consiste en el tratamiento de la muestra de ANF (100 l)  con 2 

l de Proteinasa K (0.2 mg/ml en 12 mM Tris hydrochloride, pH 7.6) durante 1 hora a 

650 C. Para ello la muestra previamente debe homogenizarse  mediante agitación en 

vortex durante al menos  15 segundos.  Luego de la incubación, se procede a la 

inactivación de la enzima proteinasa  K  mediante el  calentamiento  de la muestra a 

100º C durante 10 minutos. Finalmente se procede a centrifugar la muestra  a 8000 x g  

por 2 minutos. El sobrenadante que así se obtiene se emplea como molde (153, 271). 

 

Método 2: Es igual al método 1 pero al sobrenadante final se le adicionan 3 volúmenes 

de etanol 96º y luego se  incuba a  -20 C durante 30 minutos  para lograr la 

precipitación de ADN. Posteriormente se centrifuga en frío a 16000 x g durante 15 

minutos. Se descarta el sobrenadante y se procede a lavar el pellet con 200 l de etanol 

70%, se mezcla por inversión y se centrifuga a 16000 x g durante 5 minutos. Finalmente 

se  descarta el sobrenadante y el pellet se resuspende en 10 l de agua estéril. 

 

Método 3: En este método el ANF (100 l) se trata con un agente mucolítico (100 l de 

una solución 2,5% de N Acetil L Cisteína en 68mM buffer fosfato pH: 6.7), se mezcla 

por inversión y se deja reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga a 

3000 x g durante 20 minutos. Se descarta el sobrenadante y se usa el sedimento para el 

paso posterior de extracción de DNA. Se resuspende en 450 l de solución de lisis que 

contiene KCl, Tris-ClH, Mg2Cl, Tween 20 y Nonidet P-40. Se  agita en vortex 15 

segundos y se incuba a 95º C durante 30 minutos. Completado este tiempo se 

homogeiniza durante 2 minutos por inversión. Se agregan 9 l de Proteinasa K (0.2 

mg/ml), se agita en vortex 15 segundos y se incuba nuevamente 1 hora a 65º C. 

Posteriormente se procede a inactivar la proteinasa K calentando a 1000 C durante 10 

minutos. Finalmente se centrifuga a 8000 x g durante 2 minutos (47, 113, 198, 218,  269).  

 Preparación de la solución de lisis: se pesan 0.121 g de TRIS y se llevan a 100 ml 

con agua destilada, se corrige el pH llevándolo a  8.3.  Se agregan 746 mg de 

KCl, 24 mg de Cl2Mg, 0.5 ml de TWEEN 20 y 0.5 ml de NONIDET P-40 

 

Método 3A: Se utiliza  el sobrenadante obtenido en los pasos anteriores como molde 

para la reacción de PCR. 
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Método 3B: Se realiza luego una extracción con Fenol-Cloroformo: se agrega igual 

volumen que la muestra de solución de fenol/cloroformo y se mezcla por inversión. Se 

centrifuga a 10000 x g 20 minutos. Luego se trasvasa la fase acuosa a un tubo nuevo y 

se precipita el DNA con 3 volúmenes de etanol absoluto (o un volumen de 

isopropanol). Se enfría en hielo durante 15 minutos y se centrifuga a 10 000 x g durante 

20 minutos. Por último se resuspende en  10 l de agua estéril. 

Preparación de la solución de fenol/cloroformo: es una solución de fenol saturado en 

TRIS pH: 8 / cloroformo. Método práctico: se coloca  en una probeta de 250 ml la droga 

sólida de TRIS hasta la marca 10, se disuelve con 120 ml de agua y se agregan 70 ml de 

fenol fundido, luego de que se separan las fases se ajusta  el pH. Para la solución final 

se agrega igual volumen de cloroformo. 

 

Método 4: Este método introduce la utilización de detergentes (Tween 20 e 

Igepal/Nonidet). Consiste en la centrifugación directa de la muestra clínica (100 l) a 

16000 x g durante 20 minutos. Luego se descarta el sobrenadante y  se resuspende el 

sedimento en 100 l de solución tamponada de lisis. Como en los métodos anteriores se 

incuba 1 hora a 650 C y se inactiva la proteinasa K durante 10 minutos a 1000 C. Se  

centrifuga a 8000 x g durante 2 minutos. (5).  

 

 Preparación de la solución tamponada de lisis: 

 10 mM TRIS pH 8.3 

 0.45% Tween 20 

 0.45% Igepal CA-630 (0.5 ml de NONIDET P40) 

 0.2 mg/ml de proteinasa K 

 Preparación: pesar 0.121g de TRIS y llevarlo a 100 ml con agua 

destilada, llevar a pH: 8.3. Colocar 60 ml de la solución anterior  en un 

frasco estéril y agregar 270 l de Tween 20, 270 l de Igepal y 0.012 g de 

proteinasa K pura. Disolver y fraccionar 150 l por vial. Conservar a -20º 

C. 

 

Método 5: En este caso se utiliza otro agente mucolítico (Dithiothreitol) junto con una 

resina (Chelex). Se tratan 100 l del ANF con 20 l de dithiothreitol (60 mg/ml) y 3 l 

de proteinasa K (0.2 mg/ml) por 1 hora a 65º C. Luego se agregan 200l de Chelex 100 

(50 mg/ml) y se  calienta a 100º C durante 15 minutos. Se centrifuga a 16000 x g 



                                                                                                                           Capítulo 2 

Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

58 

durante 15 minutos y por último a 180 l del sobrenadante se le agregan 20 l de una 

solución que contiene 100mM TRIS y 10 mM EDTA (pH: 7.4). 

 Solución TRIS-EDTA pH 7.4: Disolver 0.0186 g de EDTA y 0.06 de TRIS en 5 ml 

de agua estéril. Llevar a pH: 7.4. (29, 334, 335, 418). 

 

Método 5 (Modificado): El objetivo de este método es simplificar los pasos del método 

anterior. Para ello se prepara una solución de lisis con 20 l de DTT, 3 l de Proteinasa 

K y 200 l de Chelex por cada muestra, en un tubo eppendorf,  y se le agrega 

posteriormente 100 l del ANF. Se agita 15 segundos en vortex para homogeneizar y se 

centrifuga a 16000 x g durante 30 segundos. Se coloca en baño de 65º C durante una 

hora y posteriormente se inactiva la proteinasa K calentando a 100º C durante 15 

minutos. Se agita nuevamente en vortex durante 15 segundos y se centrifuga a 16000 x 

g por 15 minutos. El sobrenadante, sin trasvasar, se usa como templado para la  PCR.  

 

Método 6: Kit de Qiagen (QIA amp® DNA Mini Kit): método comercial diseñado para 

la rápida purificación de DNA proveniente de una amplia gama de muestras. 

Resumidamente, consta de un tratamiento de la muestra con un buffer de lisis 

conteniendo Proteinasa K, un paso de fijación del DNA a columnas de silica gel, 

lavados sucesivos para eliminar impurezas y contaminantes y una elusión final del 

DNA purificado (336, 337). 

 

Método 7: Este método combina la utilización de un agente mucolítico  con la acción 

de los detergentes usados previamente (combinación de los Métodos 3 y 4). Para ello, 

se tratan 100 l de ANF con 100 l de una solución 2,5% de NAC en buffer fosfatos 68 

mM pH: 6.7  (método 3). Se mezcla por inversión y se deja 20 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifuga a 16000 x g durante 20 minutos. Se descarta el sobrenadante y 

se resuspende el sedimento en 100 l de solución de lisis (método 4). Se incuba 1 hora a 

65º C y se inactiva la proteinasa K durante 10 minutos a 100º C.  Finalmente se 

centrifuga 2 minutos a 8000 x g. 

 

Método 8: esté método permite comparar el comportamiento de los 2 agentes 

mucolíticos ensayados: NAC en el método 4 y dithiothreitol en el método 5. Se tratan 

100 l de ANF con 100 l de solución 2,5% de NAC en PBS 68 mM pH: 6.7 (Método 3). 
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Se mezcla por inversión para homogeneizar y se deja 20 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifuga a 16000 x g durante 20 minutos, se descarta el sobrenadante y 

se resuspende el sedimento en 100 l de agua. Se continúa  como en el Método 5, con el 

agregado de Proteinasa K y CHELEX. 

 

El objetivo de esta parte del estudio fue evaluar el comportamiento de distintos 

agente mucolíticos y detergentes, junto a distintas metodologías de extracción y 

purificación de DNA y el uso de resinas. Dada la compleja naturaleza de las 

muestras respiratorias, también fue necesario evaluar el comportamiento de 

distintas combinaciones de los mencionados agentes. Todo esto con el fin 

último de conocer cual es el mejor procedimiento de preparación de las 

muestras para el diagnóstico molecular.  

 

Comparación de los distintos métodos: se realizó una suspensión de Bordetella 

pertussis cepa Tohama en concentraciones variables dependiendo de la 

experiencia. La concentración bacteriana de la suspensión  fue determinada por 

recuento en placa por triplicado. Con esta suspensión se contaminó un pool de 

ANF negativos en una proporción 1:10 (suspensión:muestra final). Esta muestra 

fue procesada de acuerdo a  cada uno de los métodos antes descriptos, y a 

partir del material así obtenido se realizaron diluciones seriadas en base 10. Se 

utilizó una alícuota de cada una de estas diluciones como molde en la reacción 

de PCR Standard de nuestro laboratorio. 

 

Procedimiento Standard de PCR: Se utilizó la PCR descripta por Grimpel y col. 

en 1993 (19, 212), con algunas modificaciones realizadas por el Laboratorio 

Nacional de Referencia (IBBM, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad 

Nacional de La Plata) y por nuestro propio laboratorio. Este ensayo amplifica la 

secuencia promotora del gen que codifica para Toxina Pertussis, obteniéndose 

una banda de 191 pb. Los reactivos y condiciones de la PCR (PCRPT) figuran en 

las siguientes tablas: 
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Tabla 1: Condiciones de la PCR PT 

Condiciones de la PCR PT 
Desnaturalización inicial 1 min 15 seg a 94º 

 

Desnaturalización 20 seg a 94º 

Annealing 10 seg a 60º 

Elongación 15 seg a 72º 

35 ciclos 

Elongación final 30 seg a 72º  

 

 
Tabla 2: Reactivos empleados en la PCR PT  

Reactivos empleados en la PCR PT 
Reactivo Concentración del 

reactivo 
Concentración en 

la muestra 
Volumen/muestra 

(l) 
Buffer 10X 1X 2 
dNTP 2mM 200 M 2 
Cloruro de Mg 25 mM 2.5 mM 2 
Primer PTp1 10 M 1.0 M 2 
Primer PTp2 10 M 1.0 M 2 
Agua   6.8 
Taq polimerasa 5 U/l 0.05 U/l 0.2 
Templado   3 
Volumen final   20 

 

 

Primers utilizados: 
PTp1: 5´ CCAACGCGCATGCGTGCAGATTCGTC 3´ 

PTp2: 5´ CCCTCTGCGTTTTGATGGTGCCTATTTTA 3´ 

 

 

Análisis de los productos de PCR: los productos de la PCR se analizaron en 

corridas electroforéticas empleando geles de agarosa al 2% (p/v) que contenían 

0.5 g de bromuro de etidio por ml. Las corridas se realizaron a 120 V durante 

20 minutos. Los resultados se analizaron por visualización del gel a la luz 

ultravioleta y fueron registrados empleando una cámara fotográfica digital 

Panasonic Lumix. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Uno de los problemas principales que se presentan en el diagnóstico molecular 

aplicado a muestras respiratorias, es la naturaleza mucosa de las mismas. Es 

por ello que las primeras experiencias de este trabajo estuvieron orientadas a 

evaluar el comportamiento de agentes mucolíticos en la preparación de las 

muestras para PCR. Las diferentes metodologías empleadas fueron descriptas 

como métodos en la sección Materiales y Métodos de este capítulo. En la figura 

2 se muestran los resultados alcanzados cuando se procesó una muestra mucosa 

suplementada con una suspensión bacteriana de concentración conocida.  

 

 
 
Fig. 2: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir 
de una muestra clínica de naturaleza mucosa contaminada con una suspensión bacteriana de 
B. pertussis (B. pertussis Tohama 105 UFC /ml).  Calle 1: método 1 sin diluir la muestra, calle 2: 
método 1 con muestra diluída 1/10, calle 3: método 2 sin diluir la muestra,  calle 4: método 2 
con muestra diluída 1/10, calle 5: método 3A con muestra sin diluir, calle 6: método 3A con 
muestra diluída 1/10, calle 7: método 3B con muestra sin diluir, calle 8: método 3B con muestra 
diluída 1/10, calle 10: método 4 con muestra sin diluir, calle 11: método 4 con muestra diluída 
1/10 , calle 12: método 5 con muestra sin diluir, calle 13: método 5 con muestra diluída 1/10 , 
calle 14: método 6 con muestra sin diluir, calle 15: método 6 con muestra diluída 1/10. Como 
control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de 
B. pertussis (calle 9) y como control negativo agua (calle 16).  Para la visualización se empleó 
bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
 
 
 
Como puede observarse en la Figura 2, los métodos 1 y 2 que no utilizan 

agentes mucolíticos, no permiten una buena resolución de las muestras 

especialmente cuando las mismas se emplean sin diluir. Las calles presentan un 

chorreado muy notorio desde el lugar de siembra de las muestras. Al diluir 

1/10 la muestra, recién es posible vislumbrar la banda esperada. El método 4, 

que tampoco incluye agentes mucolíticos, presenta resultados similares aunque 

menos marcados. También puede observarse que el método 2 que utiliza 

precipitación del DNA con alcoholes resulta menos sensible  que el método 1, 

1         2         3       4         5         6         7        8        9        10       11      12      13      14      15      16 

---M1----   ---M2----  ---M3A--   ---M3B--   C+    ---M4---   ---M5----   ---M6---    C- 

   191 pb 
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probablemente debido a pérdida de material durante la precipitación (calles 2 y 

4). Los métodos 3A (calles 5 y 6), 3B (calles 7 y 8) y 5 (calles 12 y 13) presentan 

un comportamiento similar al método 6 (comercial), utilizado como método de 

referencia (calles 14 y 15). 

Para investigar si la extracción con fenol/cloroformo y posterior precipitación 

con alcohol incrementaba la sensibilidad se compararon los métodos 3A y 3B 

entre sí. Para ello a partir de una muestra mucosa suplementada con una 

suspensión bacteriana de B. pertussis en una concentración final de 1.6 104 

UFC/ml,  se realizaron las metodologías 3A y 3B de tratamiento de las 

muestras y los productos obtenidos se diluyeron para ser utilizados como 

molde de la PCR. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3. 

 
 

 
Fig. 3: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir 
de diluciones de muestras clínicas de naturaleza mucosa contaminadas con una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (B. pertussis Tohama 1.6 105 UFC /ml) y procesadas según los 
métodos 3A y 3B.. Método 3A: calles 2 a 6. Método 3B: calles 7 a 11. Calles 2 y 7: Muestras sin 
diluir. Calles 3 y 8: Muestras diluídas 10-1. Calles 4 y 9: Muestras diluídas 10-2. Calles 5 y 10: 
Muestras diluídas 10-3. Calles 6 y 11: Muestras diluídas 10-4. Como control de la reacción se 
empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis (calle 12) y 
como control negativo agua (calle 1).  Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 
mg/ml. 
 

Como puede observarse en la Figura 3, los dos métodos ensayados brindan 

resultados similares ya que dan positivo hasta una dilución 10-3 de la muestra 

original. Dado que el método 3B es mucho más laborioso, más caro y con 

mayores posibilidades de introducir contaminaciones en el proceso por incluir 

más pasos, se descarta su utilización. 

   1           2           3           4           5         6 

     7           8          9          10          11         12 
 

    C-     ------------Mét. 3A-------------- 

 ------------Mét. 3B---------------     C+ 

191 pb 

191 pb 
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Posteriormente se comparan los métodos 3 y 5. Este último introduce la 

utilización de CHELEX®, una resina compuesta por copolímeros de estireno 

divinilbenceno que contiene iones iminodiacetato y actúa como agente 

quelante. 

 
 
 

 
Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir 
de diluciones de muestras clínicas de naturaleza mucosa contaminadas con una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (B. pertussis Tohama 1.6 105 UFC /ml) y procesadas según los 
métodos 3 y 5. Método 3: calles 1 a 5. Método 5: calles 7 a 11. Calles 1 y 7: Muestras sin diluir. 
Calles 2 y 8: Muestras diluídas 10-1. Calles 3 y 9: Muestras diluídas 10-2. Calles 4 y 10: Muestras 
diluídas 10-3. Calles 5 y 11: Muestras diluídas 10-4. Como control de la reacción se empleó el 
material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis (calles 6 y 12).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
 
 
 
 
Como se desprende del análisis de la Figura 4, el método 5 permite detectar 

hasta una dilución más de la muestra  es decir una concentración bacteriana de 

1.6 102UFC/ml, lo que indica mayor sensibilidad en la determinación. 
 

Los métodos 7 y 8 son una combinación de los métodos anteriores. El 7 combina 

el agente mucolítico del método 3 con el lisante del método 4, el objetivo fue ver 

si el agregado de este agente mejoraba las cualidades del método 4. El 8 

combina también el método 3 con el método 5 y tenía como objetivo ver cual de 

los dos agentes mucolíticos ensayados (NAC y Dithiothreitol) funcionaba 

mejor.  

     7           8          9          10          11         12 
 

  -------------Mét. 3----------------    C+ 

  -------------Mét. 5----------------    C+ 

  1           2           3          4          5          6 
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191 pb 



                                                                                                                           Capítulo 2 

Luis Pianciola                           Maestría en Microbiología Molecular 
 

64 

 
Fig. 5: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir 
de una muestra clínica de naturaleza mucosa contaminada con una suspensión bacteriana de 
B. pertussis (B. pertussis Tohama 103 UFC /ml) y procesada según los métodos 5, 7 y 8. Calle 3: 
Muestra procesada por método 5. Calle 4: muestra procesada por método 7. Calle 5: muestra 
procesada por método 8. Como control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis 
de una suspensión bacteriana de B. pertussis (calle 2) y como control negativo agua (calle 1).  
Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
 
 

Como puede observarse en la Figura 5, el método 5 presenta mayor intensidad 

de la banda que los otros métodos, indicando un mejor desempeño en la 

preparación de las muestras. 

 

El método 5 finalmente fue comparado con un kit comercial de extracción y 

purificación de DNA (DNA minikit, QIAGEN®) (Método 6), para analizar su 

comportamiento frente a una técnica considerada de alto rendimiento.  

 

 
Fig. 6: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir 
de una muestra clínica de naturaleza mucosa contaminada con una suspensión bacteriana de 
B. pertussis (B. pertussis Tohama 1.4 107 UFC /ml) y procesada según los métodos 5 y 6. 
Método 5: calles 1 a 6. Método 6: calles 9 a 14. Calles 1 y 9: Muestras sin diluir. Calles 2 y 10: 
Muestras diluídas 10-1. Calles 3 y 11: Muestras diluídas 10-2. Calles 4 y 12: Muestras diluídas 10-3. 
Calles 5 y 13: Muestras diluídas 10-4. Calles 6 y 14: Muestras diluídas 10-5.  Como control de la 
reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis 
(calle 8) y como control negativo agua (calles 7 y 15).  Para la visualización se empleó bromuro 
de etidio a 0,5 mg/ml. 

      1              2                3              4                5 

  1        2          3         4         5         6         7          8         9         10       11       12       13       14        15 

        C-          C+         M5        M7         M8 

-----------------Mét. 5--------------    C-     C+  -----------------Mét. 6----------------    C- 
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Ambos métodos muestran un comportamiento similar ya que permiten detectar 

señal hasta una dilución 10-5 de la muestra (0.42 UFC/reacción). Este dato es de 

relevante importancia ya que el método propuesto representa un costo inferior 

(un quinto del valor del método comercial), lo que lo hace muy aplicable al 

diagnóstico de rutina, especialmente cuando se procesa un número 

considerable de muestras. 

El método 5 implica varios pasos, cada uno de los cuales puede introducir 

contaminaciones en el sistema que malogren los resultados. Por esa razón, se 

rediseñó el método para ser realizado en un solo paso y se suprimió el agregado 

de TRIS/EDTA final.   

Se realizó una experiencia para comparar resultados con el método 5 y su 

modificación y evaluar el aporte del CHELEX® al desempeño del método. Para 

ello se utilizó una muestra clínica contaminada con una suspensión de B. 

pertussis (B. pertussis Tohama 104 UFC /ml). Se la procesó simultáneamente por 

los métodos 5, 5 modificado y 5 modificado suprimiendo el CHELEX® en  la 

solución de lisis. También fue procesada por el Método 1 para comparar con el 

método tradicional de procesamiento. Los resultados pueden observarse a 

continuación 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Fig.7: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestras clínica de naturaleza mucosa contaminada con una suspensión bacteriana de B. 
pertussis (B. pertussis Tohama 104 UFC /ml) y procesada según los métodos 5, 5 modificado y 
5 modificado sin agregado de CHELEX.  Calle 1: Control +. Calle 2: Método 5. Calles 3 y 4: 
Método 5 modificado. Calle 5: Método 5 modificado sin CHELEX. Calle 6: Método 1.  
 
 

  1         2         3         4         5        6          7         8    1            2          3          4          5          6 

191 pb 
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Como puede observarse en la figura 7, no hay diferencias significativas entre el 

Método 5 (calle 2) y el Método 5 modificado en un solo paso (calles 3 y 4). 

Igualmente se destaca el aporte del CHELEX® al método ya que su ausencia 

(calle 5) produce una disminución en la intensidad de la banda. 

 
 
CONCLUSIONES 

En 1994, Meade y col. (277) publican una serie de recomendaciones aplicables al 

uso de PCR para el diagnóstico de infecciones por Bordetella pertussis. Las dos 

primeras se refieren a que la muestra de elección es el ANF y que el 

procesamiento del mismo debe mantenerse en el mínimo posible. 

Cuando se utilizan técnicas microscópicas para el diagnóstico de infecciones 

respiratorias, es posible evaluar la calidad de los especímenes sobre los que se 

trabaja. Si se utilizan técnicas de biología molecular como PCR, esto se torna 

más difícil, aunque es posible diseñar PCR adicionales que brinden alguna 

información sobre el tema. Por eso es fundamental que la muestra elegida tenga 

las mayores posibilidades de contener suficiente material respiratorio como 

para garantizar la sensibilidad de la técnica. Este requisito es generalmente 

cumplido por los ANF y frecuentemente no por los HNF. En un estudio 

realizado en nuestro laboratorio (datos no publicados), para evaluar la calidad 

de las muestras utilizadas para el diagnóstico de virosis respiratorias utilizando 

Inmunofluorescencia, se encontró que alrededor de un 16% por ciento de HNF 

no eran aptos para el diagnóstico por no contener material suficiente según la 

observación microscópica. En el caso de los ANF este porcentaje era inferior al 

4%. Por estas razones, recomendamos fuertemente la utilización de ANF y no 

HNF. 

Como fue planteado y mostrado en la figura 1, una de las dificultades más 

importantes en el diagnóstico molecular de infecciones respiratorias es la 

naturaleza mucosa de las muestras que dificulta la visualización de resultados 

en los geles. Las diluciones y repeticiones a las que esto obliga, atrasan 

significativamente la obtención de resultados y esto atenta contra una de las 

ventajas más importantes del diagnóstico por PCR que es su rapidez y la 
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posibilidad de actuar sobre el paciente y/o el foco de forma más eficiente. 

Además, si la muestra es muy mucosa es necesario realizar varias diluciones 

hasta obtener corridas electroforéticas limpias e interpretables. Esto genera 

incertidumbre sobre si el resultado final, cuando es negativo, no está causado 

por una excesiva dilución de la muestra. 

Esto queda claramente demostrado en experiencias como la mostrada en la 

figura 2, donde la utilización de agentes mucolíticos no solo permite la 

obtención de corridas limpias si no que, además, permite la visualización de 

bandas “ocultas” debajo de los chorreados de las corridas. Por lo tanto estos 

agentes, N Acetil Cisteína o Dithiothreitol, deben ser incluídos en el 

procesamiento de las muestras. 

Los tres métodos que utilizan agentes mucolíticos permiten una mejora 

sustancial en la visualización de resultados y por lo tanto se logra disminuir 

significativamente el número de repeticiones. Comparando los métodos 3A y 

3B, se concluye que el comportamiento de ambos es similar. Siguiendo las 

recomendaciones de Meade y col, se prefiere el 3A por ser más simple y 

requerir menos manipulación de las muestras.  

Al comparar los métodos 3 y 5, se concluye que éste último presenta una 

sensibilidad mayor, probablemente por el uso de la resina CHELEX®. Este 

agente actúa secuestrando metales pesados divalentes que podrían dañar el 

DNA. Además, se sabe que las muestras que contienen sangre, aún trazas de la 

misma, pueden inhibir la reacción de PCR.  La resina CHELEX® actuaría 

quelando estas sustancias inhibitorias presentes en la sangre, permitiendo de 

esta manera la reacción de amplificación de DNA. 

Los métodos 7 y 8, en comparación con el 5 (Figura 5) permiten demostrar por 

una parte que el CHELEX mejora la sensibilidad y por otra, que de los 2 agentes 

mucolíticos utilizados (N Acetil Cisteína y Dithiothreitol) el que se usa en el 

método 5 (Dithiothreitol) presenta un desempeño superior. 

La comparación del método 5 con uno comercial (Figura 6), de reconocido 

desempeño y simpleza de realización, demuestra una sensibilidad similar. Los 

métodos comerciales de extracción y purificación de DNA son recomendables 
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por su estandarización, simpleza y desempeño general; pero tienen el 

inconveniente de su alto costo. El método descripto aquí tiene un costo 

sensiblemente menor y los resultados obtenidos son comparables con los 

mejores métodos comerciales.  

Finalmente, una de las dificultades que plantea la utilización de este método 

evaluado en nuestro laboratorio, es la necesidad de realizar varias etapas lo que 

potencialmente podría introducir contaminaciones en el proceso. Por esa razón, 

se adecuó el método para realizarlo en un solo paso. Los resultados alcanzados 

fueron satisfactorios (Figura 7) por lo que recomendamos la utilización de esta 

metodología. 

Por lo tanto, teniendo en cuenta que el método de procesamiento debe ser lo 

más sencillo posible para evitar pérdidas de DNA y contaminaciones, debe 

tener en su composición un agente mucolítico para contrarrestar la naturaleza 

mucopurulenta de algunas muestras, debe poseer algún agente que neutralice 

posibles inhibidores presentes en las muestras y finalmente su costo debe ser 

accesible; se elige como el método que más se adapta a los requisitos 

enunciados, al método número 5. Como quedó demostrado en las experiencias  

realizadas, el método seleccionado tiene un comportamiento comparable a 

métodos comerciales de reconocido desempeño. 
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CAPÍTULO TRES 

ANÁLISIS DE LAS CONDICIONES DE 

CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS 

CLÍNICAS 
 
INTRODUCCIÓN 

La provincia de Neuquén tiene un Sistema de Salud organizado como Red de 

Hospitales y Centros de Salud de complejidad creciente, con un aceitado 

mecanismo de referencia y contrarreferencia. La provincia, como ya fue dicho, 

se divide geográficamente en 6 Zonas Sanitarias, cada una de las cuales tiene un 

Hospital Cabecera de Referencia. Todo el Sistema tiene como referencia final el 

Hospital Castro Rendón de la capital provincial. La organización de los 

laboratorios bioquímicos  sigue los mismos lineamientos. La provincia tiene en 

total 22 laboratorios, cada Zona Sanitaria tiene su laboratorio cabecera y en la 

capital de la provincia se ubican los laboratorios referenciales provinciales, cada 

uno  de ellos haciendo de cabecera de una o más redes temáticas. Finalmente, en 

la ciudad de Neuquén se encuentra el Laboratorio Central, dependiente del 

Departamento Red de Laboratorios, que tiene como misión principal servir de 

apoyo a los laboratorios hospitalarios asumiendo tareas no asistenciales de 

difícil inserción en los hospitales (preparación de reactivos, controles de calidad, 

evaluación de nuevos reactivos y procedimientos, Programa Provincial de 

Control de Calidad, etc). La otra área importante del Laboratorio Central es el 

desarrollo de nuevas metodologías, con especial énfasis en las técnicas de 

Biología Molecular, por lo que cuenta con un Laboratorio especialmente 

dedicado a este fin. 

 A raíz del brote epidémico de coqueluche del año 2005 se organizó una red 

provincial dedicada a hacer más eficiente el manejo integral del diagnóstico de 

la enfermedad desde el laboratorio. Con algunos cambios esa distribución de 

tareas es la que hoy subsiste. Como puede observarse en el esquema de la figura 

1, cada Zona Sanitaria recibe en su Laboratorio Cabecera, las muestras 
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provenientes de todos los Hospitales y Centros de Salud que están bajo su 

coordinación. Debido a la extrema labilidad de Bordetella pertussis, estos 

laboratorios realizan los cultivos de las muestras respiratorias y derivan el 

espécimen para completar estudios al laboratorio del Hospital Heller. Este 

centro realiza la supervisión de los laboratorios cabecera de Zona Sanitaria y 

prepara las muestras para el procesamiento por PCR en el Laboratorio de 

Biología Molecular del Laboratorio Central, adicionalmente envía muestras para 

diagnóstico serológico al Laboratorio Nacional de Referencia. 

 

Laboratorio  
 

Central 

Fig. 1: Zonas Sanitarias y Red de Establecimientos. Provincia de Neuquén. Diagrama de 
funcionamiento de la Red de Coqueluche 
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Todo este movimiento de muestras implica una demora en el arribo de las 

mismas a los laboratorios de procesamiento final. Algunas muestras son 

derivadas desde parajes muy alejados de la provincia y recorren a veces más de 

400 km en dos o tres transportes distintos. Dada esta problemática se decidió 

analizar cuáles serían las mejores condiciones de derivación y conservación de 

las muestras, adaptando las recomendaciones que surgieran a la realidad 

provincial. 

Con esta premisa se diseñó esta etapa del estudio cuyo objetivo fundamental fue 

resolver los siguientes cuestionamientos relacionados al diagnóstico molecular 

de coqueluche en Neuquén, provincia que por la organización previa de su 

Sistema de Salud decidió concentrar el mismo en un laboratorio de la capital 

provincial: 

 

1. Cuál es la temperatura ideal para conservar las muestras? 

2. Es útil que los laboratorios cabecera de zona realicen un procesamiento 

inicial antes de derivar? 

3. Durante cuanto tiempo puede conservarse la muestra en condiciones de 

temperatura ideal? 

4. Es posible interpretar un resultado de una muestra que, por las razones 

que fueran, no pudo respetar durante el proceso de derivación, las 

condiciones de tiempo y/o temperatura establecidos? 

 

Un principio básico de un sistema de laboratorios en red como el nuestro es el 

de EQUIDAD, es decir que todo habitante de la provincia debe tener 

posibilidades de acceder al diagnóstico de calidad independiente del lugar 

donde viva. El conocimiento sobre las mejores condiciones de conservación y 

transporte de muestras debe contribuir a este principio. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Preparación de las muestras: Con el fin de emular una situación real se decidió 

en esta etapa trabajar con muestras clínicas suplementadas con una suspensión 
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de Bordetella pertussis cepa Tohama (CIP 8132), 1.6 105 UFC/ml. A partir de estas 

muestras se procedió a la evaluación de los límites de detección de la 

metodología aplicada. Para ello primeramente se realizó un pool con varias 

muestras clínicas que habían resultado negativas en la PCR. La nueva muestra 

así obtenida fue suplementada con la suspensión bacteriana de B. pertussis, 

realizando una dilución 1/10. Una alícuota de la misma fue procesada 

empleando el método 5 modificado descripto en el Capítulo 2 y que fuera 

seleccionado como el más conveniente.  El producto de este tratamiento fue 

dividido en 15 alícuotas de 10 l cada una, las que fueron rotuladas con la letra 

“P” (muestras conservadas procesadas por Método 5). Otra alícuota de la 

muestra original fue dividida en 15 porciones de 100 l cada una y fueron 

rotuladas “NP” (muestras conservadas sin procesar). 5 tubos rotulados como P 

y 5 como NP fueron conservados a temperatura ambiente, otros 5 P y 5 NP se 

colocaron en heladera y finalmente un número igual de tubos de P y NP fueron 

colocados en freezer. Las temperaturas en los 3 distintos ambientes oscilaron 

durante los 30 días de la experiencia entre 18º  y 24º para el ambiente, 4º y 6 º la 

heladera y -18.5º y -21.5º el freezer.  De cada una de las condiciones analizadas 

se tomaron muestras a las 24 y 72 horas y a los 7, 14 y 30 días. Las muestras P 

fueron utilizadas directamente en las PCR y las NP fueron procesadas por el 

Método 5 modificado antes de incluírlas en los ensayos moleculares. El producto 

final del procesamiento de los tubos NP y los tubos P directamente fueron  

diluídos serialmente, abarcando concentraciones entre 1.6 104 y 1.6 100 

bacterias/ml. Alícuotas de cada una de las diluciones fueron utilizadas como 

templados utilizando el  procedimiento de PCR Standard de nuestro laboratorio. 

La experiencia completa se realizó por triplicado en tres momentos sucesivos, no 

superpuestos. 

 

Procedimiento Standard de PCR: Se utilizó la PCR descripta por Grimpel y col. 

ya descripta en el Capítulo 2, páginas 59 y 60 (162, 212).  

Análisis de los productos de PCR: los productos de amplificación obtenidos  se 

analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% conteniendo 0.5 g 
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de bromuro de etidio por ml. Las corridas se realizaron a 120 V durante 20 

minutos. Se analizaron los resultados por visualización a la luz ultravioleta y 

captación de imágenes mediante fotografiado del gel. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Para analizar las mejores condiciones de conservación de muestras se ensayaron 

las distintas posibilidades al alcance de los laboratorios provinciales: 

temperatura ambiente, heladera o freezer. En el análisis se incluyeron distintos 

tiempos de conservación en cada una de las condiciones evaluadas y muestras 

con distinto grado de procesamiento: no procesadas o procesadas para la 

obtención de DNA  

Los resultados obtenidos se muestran a continuación:  

 

Conservación 24 horas: 

 

 
Fig. 2: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestra clínica contaminada con una suspensión bacteriana de B. pertussis (B. pertussis 
Tohama en concentración final 1.6 104 bacterias/ml) y conservada en distintas condiciones y 
temperaturas durante 24 hs. Panel A: conservadas sin procesar (tubos NP). Panel B: 
conservadas procesadas por Método 5 (tubos P). Calles 2, 6, 12, 18, 22 y 28: muestra diluída 10-1; 
calles 3, 7, 13, 19, 23 y 29: muestra  diluída 10-2; calles 4, 8, 14, 20, 24 y 30: muestra diluída 10-3; 
calles 5, 9, 15, 21, 25 31: muestra diluída 10-4. Como control de la reacción se empleó el material 
obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis (calle 10 y 26) o una dilución 10-1 

de la misma (calles 16 y 32) y como control negativo agua (calles  1, 11, 17 y 27).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
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Como puede observarse en la Figura 1 la calidad de las muestras no se ve 

alterada por haber sido conservadas 24 hs  de manera diferencial. Tampoco 

parece influir en el resultado la preparación previa o no que hayan recibido. En 

todos los casos fue posible detectar amplicón hasta una dilución 10-2 de la 

muestra original (0.5 UFC/tubo de reacción).  

 

 

 

Conservación 72 horas: 
 
 
 

 

 
Fig. 3: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestra clínica contaminada con una suspensión bacteriana de B. pertussis (B. pertussis 
Tohama en concentración final 1.6 104 bacterias/ml) y conservada en distintas condiciones y 
temperaturas durante 72 hs. Panel A: conservadas sin procesar (tubos NP). Panel B: 
conservadas procesadas por Método 5 (tubos P). Calles 1, 4, 7, 12, 15 y 18: muestra diluída 10-1; 
calles 2, 5, 8, 13, 16 y 19: muestra  diluída 10-2; calles 3, 6, 9, 14, 17 y 20: muestra diluída 10-3. 
Como control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (calle 10 y 22) y como control negativo agua (calles  11 y 21).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
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Luego de 72 horas de conservación en todas las condiciones ensayadas parece 

observarse el mismo resultado, es decir presencia de amplicón hasta la dilución 

10-2 de las muestras (equivalente a 0.5 UFC/tubo de reacción). Sin embargo, es 

posible advertir un leve deterioro en las muestras que han sido conservadas sin 

procesamiento tal como lo indica la comparación de la intensidad de las bandas 

del panel A (sin procesamiento) con el panel B (procesadas con el método 5).  

 
 
 
Conservación 7 días: 
 
 
 

 

 
Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestra clínica contaminada con una suspensión bacteriana de B. pertussis (B. pertussis 
Tohama en concentración final 1.6 104 bacterias/ml) y conservada en distintas condiciones y 
temperaturas durante 7 días. Panel A: conservadas sin procesar (tubos NP). Panel B: 
conservadas procesadas por Método 5 (tubos P). Calles 2, 5, 8, 13, 16 y 19: muestra diluída 10-1; 
calles 3, 6, 9, 14, 17 y 20: muestra  diluída 10-2; calles 4, 7, 10, 15, 18 y 21: muestra diluída 10-3. 
Como control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (calle 11 y 22) y como control negativo agua (calles  1 y 12).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
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Luego de 7 días de conservación se hace evidente el deterioro en las muestras 

conservadas sin preparación previa, especialmente las conservadas a 

temperatura ambiente y freezer.  En estas condiciones de conservación el límite 

de detección disminuye en relación a las otras condiciones, observándose 

amplicón sólo hasta diluciones 10-1 de las muestras (5 UFC/tubo de reacción). Es 

de destacar los resultados obtenidos a partir de las muestras procesadas: puede 

observarse en el panel B de la Figura 3 que si las muestras se conservan 

procesadas por el Método 5,  los resultados son similares a los de las 24 hs 

alcanzando un límite de detección de 0.5 UFC/tubo de reacción.  

 
 
Conservación 14 días: 
 
 
 

 

 
Fig. 5: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestra clínica contaminada con una suspensión bacteriana de B. pertussis (B. pertussis 
Tohama en concentración final 1.6 104 bacterias/ml) y conservada en distintas condiciones y 
temperaturas durante 14 días. Panel A: conservadas sin procesar (tubos NP). Panel B: 
conservadas procesadas por Método 5 (tubos P). Calles 2, 5, 8, 13, 16 y 19: muestra diluída 10-1; 
calles 3, 6, 9, 14, 17 y 20: muestra  diluída 10-2; calles 4, 7, 10, 15, 18 y 21: muestra diluída 10-3. 
Como control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (calle 11 y 22) y como control negativo agua (calles  1 y 12).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
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Luego de 14 días de conservación las muestras no procesadas parecen no 

continuar deteriorándose ya que se observan los mismos resultados que los 

alcanzados luego de 7 días de conservación. Respecto de las muestras 

procesadas puede observarse un deterioro en las muestras conservadas a 

temperatura ambiente, en las cuales la positividad  desciende a diluciones de  

10-1 (5 UFC/tubo de reacción). Las otras condiciones de conservación siguen 

rindiendo un límite de detección de 0.5 UFC/tubo de reacción. 

 
 
 
 
Conservación 30 días: 
 

 
 

 

 
Fig. 6: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de PCR obtenidos a partir de 
una muestra clínica contaminada con una suspensión bacteriana de B. pertussis (B. pertussis 
Tohama en concentración final 1.6 104 bacterias/ml) y conservada en distintas condiciones y 
temperaturas durante 30 días. Panel A: conservadas sin procesar (tubos NP). Panel B: 
conservadas procesadas por Método 5 (tubos P). Calles 2, 5, 8, 13, 16 y 19: muestra diluída 10-1; 
calles 3, 6, 9, 14, 17 y 20: muestra  diluída 10-2; calles 4, 7, 10, 15, 18 y 21: muestra diluída 10-3. 
Como control de la reacción se empleó el material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis (calle 11 y 22) y como control negativo agua (calles  1 y 12).  Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 mg/ml. 
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Luego de 30 días de conservación el deterioro es evidente en las muestras 

conservadas a temperatura ambiente, tanto en aquellas no procesadas como en 

las que  han sido procesadas previamente. Se mantienen adecuadamente las 

muestras conservadas en heladera tanto las que fueron previamente procesadas 

como las que no. Las muestras conservadas en freezer durante 30 días no 

mostraron variación respecto de lo observado a los 14 días, aunque es evidente 

que las muestras se conservan mejor en heladera, tanto para aquellas muestras 

que fueron procesadas como para las que no. 

 
 
A modo de resumen se muestran los resultados en la siguiente tabla: 
 
 
Tabla 1: Límites de detección obtenidos en la PCR PT luego de conservar las muestras 
procesadas y no procesadas a temperatura ambiente, heladera y freezer por 24 y 72 hs y 7, 14 y 
30 días.  

Condiciones de 
conservación 

Ambiente Heladera Freezer 

Tiempo  Límite de detección (UFC/tubo de 
reacción) 

NP 0.5 0.5 0.5 24 horas 
P 0.5 0.5 0.5 

NP    0.5 * 0.5    0.5 * 72 horas P 0.5 0.5 0.5 
NP     5 ** 0.5      5 ** 7 días P 0.5 0.5 0.5 
NP 5 0.5 5 14 días P      5 ** 0.5  0.5 
NP    5 * 0.5 5 30 días P 5 0.5     0.5 * 

 
NP: Tubos conservados sin procesamiento previo 

P: Tubos conservados procesados por Método 5 

 

* Señales positivas débiles.  

** Primeros deterioros objetivables 
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CONCLUSIONES 
 
La experiencia diseñada permitió obtener información muy valiosa para guiar la 

conservación y derivación de muestras desde los lugares donde se atienden los 

pacientes hasta los centros donde se realizan las determinaciones basadas en 

metodologías moleculares. 

Los resultados más relevantes podrían resumirse de la siguiente manera: 

1. Durante las primeras 24 horas no existe deterioro cuantitativo de las 

muestras, ni tampoco es posible detectar algún cambio cualitativo. Esto es 

así para muestras conservadas procesadas o no procesadas y en 

cualquiera de las 3 temperaturas consideradas. 

2. A las 72 horas no existen aún cambios cuantitativos aunque es posible 

observar un incipiente deterioro en las muestras conservadas sin procesar 

a temperatura ambiente y en freezer.  

3. A los 7 días es posible detectar cambios cuantitativos en las muestras 

conservadas sin procesar a temperatura ambiente y freezer. 

4. Recién a los 14 días es posible objetivar un deterioro en las muestras 

conservadas procesadas, sólo en aquellas conservadas a temperatura 

ambiente. 

5. A lo largo de toda la experiencia no se observaron cambios cuali ni 

cuantitativos en las muestras conservadas en heladera, tanto en las que 

fueron procesadas previamente como en las que no. 

 

Resumiendo: las muestras no procesadas se deterioran en mayor medida que las 

procesadas cuando la conservación se hace a temperatura ambiente o en freezer. 

La conservación en heladera se muestra como la condición más adecuada tanto 

para las muestras procesadas como para las no procesadas aún para períodos 

prolongados de conservación.  

 

Teniendo en cuenta estos resultados y que el procesamiento previo de las 

muestras en los laboratorios de baja complejidad del interior provincial puede 
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significar una sobrecarga de difícil manejo, se elaboraron las recomendaciones 

para conservación y derivación de muestras respiratorias para diagnóstico de 

coqueluche, incluídas en las Normas Provinciales de Diagnóstico: 

 “Las muestras deberán permanecer refrigeradas en heladera desde el momento 

de su obtención. Se derivarán en conservadoras con un adecuado número de 

refrigerantes. No es necesario ningún procesamiento previo a la derivación. Si 

por alguna razón fortuita se viera interrumpida  la cadena de frío por un 

período inferior a las 72 horas, la muestra será igualmente procesada y 

estudiada por PCR ya que no es esperable un deterioro de la misma en esas 

condiciones. Si por cualquier razón de fuerza mayor fuera necesaria una 

conservación más prolongada de la muestra, esta debe realizarse en heladera. 

De todas formas, para el diagnóstico oportuno se recomienda no sobrepasar las 

72 horas desde la obtención hasta el arribo al Laboratorio de Referencia.” 
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CAPÍTULO CUATRO 

OPTIMIZACIÓN DEL DIAGNÓSTICO 

MOLECULAR DE PERTUSSIS 
 

 
 
INTRODUCCIÓN 
A pesar del enorme avance que significó la introducción de métodos 

moleculares para el diagnóstico de infecciones causadas por Bordetella spp (37, 

383), todavía está pendiente un análisis de la especificidad genómica de los 

mismos y el diseño de estrategias que permitan controlar las variaciones 

analíticas de los métodos. El avance en los proyectos genomas contribuirá sin 

dudas a resolver el primer inconveniente planteado (60). Sin embargo la 

evolución de los microorganismos con la aparición de secuencias polimórficas, 

podría afectar la especificidad e incluso la sensibilidad de  las distintas PCR. Por 

ejemplo, en el caso de B. pertussis se han detectado loci polimórficos en los 

genes que codifican para la toxina pertussis y para pertactina (287, 304). 

También se han informado distintos clusters de variantes genotípicas derivadas 

de los programas de vacunación masiva (180, 326). Por otra parte, la 

sensibilidad y especificidad de la PCR pueden afectarse por errores técnicos 

como en todo proceso analítico, además de otras fallas relacionadas a los 

sistemas abiertos de detección de amplicones. Pequeñas variaciones en la 

calidad de los reactivos utilizados, condiciones de temperatura, errores de 

pipeteo, contaminaciones, etc; pueden causar errores en los resultados finales. 

Por lo tanto es de crucial importancia incorporar controles que permitan poner 

en evidencia estas pequeñas variaciones, impidiendo de esta forma 

disminuciones en la sensibilidad y/o especificidad de los ensayos (235).  

Los resultados falsos positivos y negativos causados por polimorfismos en las 

secuencias blanco, variaciones técnicas o ambos, pueden ponerse en evidencia 

mediante la detección simultánea de múltiples secuencias blanco (38, 327). 
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Por otra parte, en la situación epidemiológica actual en Argentina y 

especialmente en Neuquén, resulta importante evaluar la participación de otras 

especies de Bordetella en el Síndrome Coqueluchoide. En este aspecto, es de 

destacar que en la bibliografía internacional se menciona cada vez más la 

aparición de otras especies de Bordetella distintas de pertussis como causante del 

Síndrome en pacientes de todas las edades. Entre ellas destacamos a  B. 

bronchiseptica, cada vez más frecuentemente mencionada como productora de 

cuadros similares a pertussis. También debemos rescatar a B. parapertussis como 

posible agente etiológico de la enfermedad, aunque siempre se la ha 

considerado como muy poco frecuente y además como causante de cuadros 

más leves. 

Por estas razones se planteó ensayar una PCR multitarget que, además de 

permitir evitar pérdidas de sensibilidad y especificidad por polimorfismos y 

errores técnicos, brindara información sobre la presencia de  especies de 

Bordetella distintas a B. pertussis, único agente etiológico detectado por las PCR 

en uso actualmente en nuestro medio (38, 327). 

La PCR multiplex debería tener la suficiente especificidad para confirmar 

presencia o ausencia de B. pertussis, ya que este es el agente etiológico de la 

mayoría de los casos de pertussis y a la vez la sensibilidad necesaria para 

detectar el género Bordetella en su totalidad o al menos las especies que 

pudieran estar involucradas en el síndrome clínico que está causando la 

endemo-epidemia en nuestra provincia. 

Por ello se seleccionó como uno de los blancos posibles la secuencia promotora 

del gen que codifica para la Toxina Pertussis, específica para B. pertussis, 

descartando la IS481 ya que también está presente en B. holmesii (262, 332, 333). 

Para el otro blanco de la PCR, orientada a detección del género o al menos de 

las especies involucradas en la patología,  se eligió la secuencia del gen que 

codifica para la toxina Adenilato Ciclasa-Hemolisina (AC-Hly) (6, 245). Esta 

metodología fue descripta en 1993 por Douglas y colaboradores (112). La misma 

permite la amplificación de un fragmento de 522 pares de bases lo que la hace 

compatible con la amplificación múltiple junto con la PCR del gen promotor de 
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toxina pertussis (191 pb). Esta PCR muestra niveles adecuados de sensibilidad 

para las 3 especies más frecuentemente implicadas en el Síndrome 

Coqueluchoide: B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica. Por lo tanto el uso 

conjunto de los dos pares de primers permitiría detectar la presencia de alguna 

de las 3 especies mencionadas y confirmar la presencia o ausencia de B. 

pertussis. A continuación se describe la metodología empleada para la PCR 

multiplex y los resultados obtenidos. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La optimización de la PCR multiplex se realizó a partir del conocimiento de las 

condiciones de las dos PCR.  

 

PCR de la secuencia promotora del gen de Toxina pertussis: se utilizaron los 

reactivos y condiciones ya descriptos. En el Capítulo 2, páginas 59 y 60. 

 

PCR del gen codificante de Adenilato Ciclasa: se utilizaron los reactivos y 

condiciones descriptos por Douglas y colaboradores en 1993 (112), con algunas 

modificaciones realizadas por el Laboratorio Nacional de Referencia (IBBM, 

Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata) y por nuestro 

propio laboratorio. Los mismos  se describen en las siguientes tablas: 

 
 
Tabla 1: Condiciones de la PCR AC-Hly 

Condiciones de la PCR AC-Hly 
Desnaturalización inicial 2 min a 94º 

 

Desnaturalización 25 seg a 94º 

Annealing 10 seg a 53º 

Elongación 20 seg a 72º 

40 ciclos 

Elongación final 20 seg a 72º  
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Tabla 2 : Reactivos de la PCR AC-Hly 

Reactivos de la PCR AC-Hly 
Reactivo Concentración 

del reactivo 
Concentración en 

la muestra 
Volumen/muestra 

(l) 
Buffer 10X 1X 2 
dNTP 2mM 200 M 2 
Cloruro de Mg 25 mM 2.5 mM 2 
Primer AC1 10 M 0.5 M 1 
Primer AC2 10 M 0.5 M 1 
Agua   8.8 
Taq polimerasa 5 U/l 0.05 U/l 0.2 
Templado   3 
Volumen final   20 
 
 
 
 
 
Primers utilizados   

AC1  5´ATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGTTAC 3´ 

AC2  5´GCCGATCACCTTGACCGCCTCGAAAT 3’ 

 
 
 
Para comenzar con el diseño de la PCR multiplex AC-Hly/PT se partió de las 

siguientes condiciones y reactivos (190), que son compatibles con las óptimas 

para cada PCR individual. 

 
 
 
Tabla 3: Condiciones de la PCR AC-Hly/PT 

Condiciones de la PCR AC-Hly/PT 
Desnaturalización inicial 2 min a 94º 

 

Desnaturalización 25 seg a 94º 

Annealing 15 seg a 56º 

Elongación 20 seg a 72º 

40 ciclos 

Elongación final 20 seg a 72º  
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Tabla 4 : Reactivos de la PCR AC-Hly/PT 

Reactivos de PCR AC-Hly/PT 
Reactivo Concentración 

del reactivo 
Concentración en 

la muestra 
Volumen/muestra 

(l) 
Buffer 10X 1X 2 
dNTP 2mM 200 M 2 
Cloruro de Mg 25 mM 2.5 mM 2 
Primer PT1 10 M 0.5 M 1 
Primer PT2 10 M 0.5 M 1 
Primer AC1 10 M 0.5 M 1 
Primer AC2 10 M 0.5 M 1 
Agua   6.8 
Taq polimerasa 5 U/l 0.05 U/l 0.2 
Templado   3 
Volumen final   20 
 
 
 
 
Análisis de los productos de PCR: los productos de amplificación obtenidos se 

analizaron en geles de agarosa al 2% conteniendo 0.5 g de bromuro de etidio 

por ml. Las corridas se realizaron a 120 V durante 20 minutos. La visualización 

se realizó con luz ultravioleta. Los resultados fueron fotografiados para análisis 

posteriores. 

 

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Para la puesta a punto de la PCR multiplex se comenzó por evaluar el 

comportamiento de cada par de primers en las condiciones que se emplearían 

en la multiplex. Para ello se preparó una mezcla de reactivos conteniendo solo 

primers de PT y otra conteniendo solo primers de AC-Hly. En las condiciones 

fijadas se produce adecuada amplificación de las dos secuencias seleccionadas. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1. 
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Fig. 1: Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Calle 1: Control negativo, calle 2: Control positivo (material obtenido de 
la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis) con mix de PT (sin Primers de AC-Hly), 
calle 3: Control positivo  con mix de AC-Hly (sin Primers de PT), calle 4: marcador de peso 
molecular, calle 5: control negativo. Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 
g/ml 
 
 
 

Cuando se emplearon ambos primers en el mismo tubo para realizar la PCR 

multiplex, el resultado obtenido es el mostrado en la Figura 2. 

 
 
 

 
Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Calle 1: Control negativo, calle 2: marcador de peso molecular, calle 3: 
Control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis) 
diluído 1/10, calle 4: Control positivo , calle 5: control negativo. Para la visualización se empleó 
bromuro de etidio a 0,5 g/ml 
 
 
Estos resultados marcan claramente la necesidad de mejorar tanto la 

sensibilidad como la especificidad de la PCR. Para ello se ensayaron distintos 

tiempos de elongación, distintas temperaturas de annealing, diferentes 

concentraciones de primers de AC-Hly y de PT, agregado de agentes como 

         1              2             3              4              5  

      1               2               3               4                5 

522 pb 
 
191 pb 
 

522 pb 

191 pb 
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dimetil sulfóxido (DMSO) y seroalbúmina bovina (BSA), así como distintas 

concentraciones de Mg y de TAQ polimerasa (263).  

 

 

Tiempo de elongación: 

Se consideró que el tiempo de elongación en cada ciclo podría ser insuficiente 

considerando la longitud de uno de los fragmentos, por lo que se decidió 

cambiar el mismo de 20 a 30 segundos. 

 

 

 

 

 
 

 

 
Fig. 3. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT con distintos tiempos de elongación por ciclo. Calles 1 y 3: Control 
positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión bacteriana de B. pertussis), calle 2 y 4: 
control negativo. Calles 1 y 2: 20 segundos elongación por ciclo. Calles 3 y 4: 30 segundos de 
elongación por ciclo.  Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 g/ml 
 

Como se observa en la figura 3, la sensibilidad de la PCR mejora 

significativamente al adecuar el tiempo de elongación especialmente en lo que 

se refiere al fragmento  correspondiente a AC-Hly.  

 

Temperatura de annealing: 

Otro aspecto crítico en la reacción, es la temperatura de annealing. Para 

evaluarlo, se realizó una experiencia en la que se emplearon distintas 

temperaturas cercanas a las óptimas para cada par de primers por separado. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4. 

1               2              3             4   

522 pb 

191 pb 
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Fig. 4. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT con distintas temperaturas de annealing. Calles 1, 7 y 13: Control 
negativo. Calles 2, 8 y 14: control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis) diluído 10-4. Calles 3, 9 y 15: control positivo diluído 10-3. Calles 4, 10 y 
16: control positivo diluído 10-2. Calles 5, 11 y 17: control positivo diluído 10-1. Calles 6, 12 y 18: 
control positivo. Para la visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 g/ml 
 
 

 

Puede observarse que a 60º C se obtiene la mayor sensibilidad e intensidad de 

las bandas para cada uno de los amplicones. 

Con estas modificaciones las condiciones de la PCR quedaron definidas como 

se detalla a continuación:  

 
Tabla  5: Condiciones de la PCR AC-Hly/PT 

Condiciones de la PCR AC-Hly/PT 
Desnaturalización inicial 2 min a 94º 

 

Desnaturalización 25 seg a 94º 

Annealing 15 seg a 60º 

Elongación 30 seg a 72º 

40 ciclos 

Elongación final 20 seg a 72º  

 

 

Concentración de los primers: 
El próximo paso fue evaluar las condiciones de los primers. Para ello se 

diseñaron experiencias cuantitativas que permitieran poner en evidencia no 

sólo la óptima relación entre ellos sino también la concentración de cada uno en 

la solución final de reacción. Los resultados se muestran en las Figuras 5, 6 y 7. 

 

 1       2       3       4       5       6       7       8       9     10      11    12     13     14     15    16     17     18    

     ------------56º C------------    ------------58º C------------    -----------60º C------------     

522  pb 

191  pb 
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Fig. 5. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR multiplex AC-
Hly/PT con distintas relaciones de primers (cada l equivale a 10 pmoles en la reacción final). Calles 1, 6, 11, 
16: control negativo. Calles 2, 7, 12, 17: control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis) diluído 10-4. Calles 3, 8, 13, 18: Control positivo diluído 10-3. Calles 4, 9, 14, 19: 
Control positivo diluído 10-2. Calles 5, 10, 15, 20: Control positivo diluído 10-1.  
 
 
 

 
Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR multiplex AC-
Hly/PT con distintas relaciones de primers (cada l equivale a 10 pmoles en la reacción final). Calles 1, 6, 11, 
16: control negativo. Calles 2, 7, 12, 17: control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis) diluído 10-4. Calles 3, 8, 13, 18: Control positivo diluído 10-3. Calles 4, 9, 14, 19: 
Control positivo diluído 10-2. Calles 5, 10, 15, 20: Control positivo diluído 10-1.  
 
 

 
Fig. 7. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR multiplex AC-
Hly/PT con distintas relaciones de primers (cada l equivale a 10 pmoles en la reacción final). Calles 1, 6, 11, 
16: control negativo. Calles 2, 7, 12, 17: control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis) diluído 10-4. Calles 3, 8, 13, 18: Control positivo diluído 10-3. Calles 4, 9, 14, 19: 
Control positivo diluído 10-2. Calles 5, 10, 15, 20: Control positivo diluído 10-1.  

  6       7        8        9      10     11      12     13      14     15      16     17     18      19    20  PT/AC(l):4/1--- ------ PT/AC(l):4/1--- 

--PT/AC (l): 4/4 ---    ---PT/AC (l): 3/4---    ---PT/AC (l): 2/4 --   ---PT/AC (l): 1/4 --

   1        2        3       4        5       6        7       8        9       10     11      12      13     14     15      16      17     18      19    20  

   ---PT/AC (l): 4/4 ----    ---PT/AC (l): 4/3---   ---PT/AC (l): 4/2 --    ---PT/AC (l): 4/1 ----

       1        2        3       4       5       6        7       8        9       10     11      12      13     14     15      16    17     18     19    20  

1       2        3        4       5        6       7        8        9      10     11      12     13      14     15      16     17     18      19    20  PT/AC(l):4/1--- ------ PT/AC(l):4/1--- 

       1        2        3       4       5       6        7       8       9       10     11      12      13     14     15      16     17     18      19     20  

--PT/AC (l): 4/4 ---    ---PT/AC (l): 3/3---   ---PT/AC (l): 2/2 --    ---PT/AC (l): 1/1 --

0     11      12     13      14     15      16     17     18      19    20  PT/AC(l):4/1--- ------ PT/AC(l):4/1--- 1       2        3        4       5        6       7        8        9      10     11      12     13      14     15      16     17     18      19    20  PT/AC(l):4/1--- ------ PT/AC(l):4/1--- 

522  pb 

191  pb 

522  pb 

191  pb 

522  pb 

191  pb 
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Como puede observarse, la máxima sensibilidad se logra con cantidades 

equimoleculares de los 2 pares de primers, especialmente cuando se utiliza 1 l 

de cada uno lo que equivale a una concentración final en el tubo de reacción de  

0.5 M.  Para las siguientes experiencias se emplea dicha cantidad de primers. 

 

Concentración de Cloruro de Magnesio: 

El siguiente aspecto a evaluar fue la concentración óptima de Magnesio en la 

mezcla de reacción, para ello se realizó una prueba cuantitativa utilizando 

distintas cantidades de Cloruro de Magnesio. 

 

 
Fig. 8. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT con distintas concentraciones de Cl2Mg. Calles 1, 6 y 11: Control 
negativo. Calles 2, 7 y 12: Control positivo (material obtenido de la lisis de una suspensión 
bacteriana de B. pertussis) diluído 10-3. Calles 3, 8 y 13: Control positivo diluído 10-2. Calles 4, 9 y 
14: Control positivo diluído 10-1. Calles 5, 10 y 15: Control positivo. Para la visualización se 
empleó bromuro de etidio a 0,5g/ml 
 

 

El límite de detección no varía con los cambios en la concentración de Mg en el 

rango estudiado, sin embargo se puede apreciar una disminución en la 

intensidad de las bandas a medida que la misma baja. Se considera como 

concentración óptima la de 2.5 mM ya que con ella se logra una disminución 

apreciable en la intensidad de las bandas inespecíficas sin repercusión 

apreciable en la intensidad de las bandas específicas. 

 

Agregado de Dimetil Sulfóxido: 

Para mejorar la sensibilidad general de la PCR pero especialmente orientada a 

la amplificación del fragmento de AC-Hly, se prueba el agregado de Dimetil 

Sulfóxido (DMSO) a la reacción en una concentración de 5%. 

 

 1        2          3          4         5           6         7          8          9        10        11        12        13       14       15      

 -------Cl2Mg 3.0 mM--------    -------Cl2Mg 2.5mM--------   -------Cl2Mg 2.0 mM------ 
 
 522  pb 

191  pb 
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Fig. 9. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT con y sin DMSO. Calle 1: Control positivo (material obtenido de la lisis 
de una suspensión bacteriana de B. pertussis), calle 2: Control positivo con DMSO, calle 3: 
Control positivo diluído 10-2, calle 4: Control positivo diluído 10-2 con DMSO, calle 5: control 
negativo, calle 6: control negativo con DMSO. Para la visualización se empleó bromuro de 
etidio a 0,5g/ml 
 

 
 

Aumento de la concentración de TAQ Polimerasa: 

A pesar de una evidente mejora en la sensibilidad con el agregado de DMSO 

persistieron algunos problemas en la detección de muestras débilmente 

positivas, como se muestra en la figura 10: se observa como una muestra 

débilmente positiva en la PCR PT (calle 1) presenta una banda  de PT apenas 

visible en la PCR AC-Hly/PT (calle 5). 

 

                          
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR:  
Panel A: PCR PT, Panel B: PCR AC-Hly/PT. Calles 1 y 5: Muestra positivo débil. Calles 2, 3, 6 y 7: 
Muestras negativas. Calles 4 y 8: Controles Positivos. Para la visualización se empleó bromuro 
de etidio a 0,5g/ml 
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En la Fig. 11 se muestra como en una muestra positiva débil (calle 2) no se 

observa banda de AC. 

 
 

 
Fig. 11. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Calles 1 y 2: Muestras positivas débiles. Calle 3: Control positivo diluído 
10-1. Calle 4: Control positivo. Calle 5: Muestra positiva con B. parapertussis. Calle 6: Control 
negativo. Calle 7: Control positivo diluído 10-2. Calle 8: Control positivo diluído 10-1. Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5 g/ml. 
 
 
El aumento en la cantidad de unidades de Taq polimerasa agregadas a la 

mezcla de reacción (de 1U a 1.5U por reacción) derivó en una ligera mejoría en 

la detección de muestras muy débilmente positivas en la PCR PT y que hasta ese 

momento no habían podido detectarse con la PCR multiplex. En la Fig. 12 se 

observa una muestra positiva débil (calle 2) y dos muy débiles (calles 6 y 7) que 

antes no se detectaban con la PCR AC-Hly/PT. 

 
 

 
Fig. 12. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT con incremento de TAQ Polimerasa (1.5 U por reacción). Calle 1: 
Muestra positiva. Calle 2: Muestra positiva débil. Calles 3 y 4: Muestras negativas. Calle 5. 
Control positivo. Calle 6 y 7: Muestras positivas muy débil. Calle 8: Control negativo. Para la 
visualización se empleó bromuro de etidio a 0,5g/ml 
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Agregado de Seroalbúmina bovina:  

A pesar de las mejorías logradas en cuanto a la sensibilidad y la posibilidad de 

detectar muestras muy débilmente  positivas, la sensibilidad se mantenía 

relativamente baja para AC-Hly. Para mejorar este aspecto se agregó a la mezcla 

de reacción Seroalbúmina Bovina (BSA) en una concentración de 0.5 g/l. 

Como puede observarse en la Fig. 13, con este cambio se detectan muestras 

muy débilmente positivas que eran negativas en las condiciones anteriores 

(calles 7 y 8). 

 

 
Fig. 13. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex Ac-Hly/PT con  BSA 0.5 g/l. Calle 1: Muestra negativa. Calles 2 a 5: Muestras con 
distinto grado de positividad. Calle 6: Control positivo. Calles 7 y 8. Muestras muy débilmente 
positivas. Calle 9: Control negativo. Calle 10: Control positivo diluído 10-4. Para la visualización 
se empleó bromuro de etidio a 0,5g/ml. 

 
En base a todas las experiencias anteriores las condiciones finales de los 

reactivos de la PCR AC-Hly/PT es la siguiente: 
Tabla. 6: Reactivos de la PCR AC-Hly/PT 

Reactivos de PCR AC-Hly/PT 
Reactivo Concentración del 

reactivo 
Concentración en 

la muestra 
Volumen/muestra 

(l) 
Buffer 10X 1X 2 
dNTP 2mM 200 M 2 
Cloruro de Mg 25 mM 2.5 mM 2 
Primer PT1 10 M 0.5 M 1 
Primer PT2 10 M 0.5 M 1 
Primer AC1 10 M 0.5 M 1 
Primer AC2 10 M 0.5 M 1 
Agua   4.7 
DMSO  5% 1 
BSA 10 g/l 0.5 g/l 1 
Taq polimerasa 5 U/l 0.075 U/l 0.3 
Templado   3 
Volumen final   20 
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VALIDACIÓN DE LA PCR 
Como es bien conocido, antes que un método analítico pueda ser aplicado al 

estudio de muestras en forma habitual, debe ser validado, así sus características 

de desempeño pueden ser definidas y adecuadamente aseguradas (388).  

Las Normas ISO definen validación como la confirmación obtenida mediante 

la provisión de evidencia objetiva, de haber cumplido los requisitos 

particulares para un uso pretendido y específico (251, 388). 

Un método cualitativo, como las PCR con el formato de esta que nos ocupa, es 

un método de análisis cuya respuesta está basada en la presencia o ausencia del 

analito, detectado directa o indirectamente en una cierta cantidad de muestra. 

La mayoría de los parámetros cualitativos se expresan en términos 

probabilísticos y entre los que se utilizan para su evaluación se describen los 

siguientes: 

a) Rango de trabajo: intervalo de trabajo en el cual el analito puede 

determinarse con un adecuado nivel de confianza y precisión.  Bajo este 

concepto se incluyen los términos Límite de Detección y Límite de 

Corte. El primero representa la menor cantidad de analito detectable y 

límite de corte es la cantidad óptima de analito detectable. Este último se 

establece mediante la concordancia entre un grupo de resultados 

obtenidos al aplicar repetida e independientemente el mismo método 

analítico en alícuotas de la misma muestra. 

b) Selectividad: parámetro que permite ponderar la detección de la mayor 

cantidad de microorganismos especificados por la técnica evaluada y la 

ausencia de reacción positiva con otros géneros y especies relacionados. 

Bajo este concepto de selectividad se incluyen los términos Exclusividad 

e Inclusividad. Exclusividad es la habilidad del método de no detectar 

un rango relevante de cepas relacionadas que pueden provocar 

reacciones cruzadas. Inclusividad es la habilidad del método de detectar 

un rango de cepas verdaderamente positivas para los analitos blanco. 

c) Robustez: capacidad del método de resistir al cambio cuando se 

introducen pequeñas variaciones deliberadas a los parámetros del 

mismo. Deben especificarse las condiciones diferentes para poder 
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identificar cuales son los factores de la técnica que pueden afectar la 

robustez.  

 

Rango de trabajo: se utilizó la cepa TOHAMA (CIP 8132) de Bordetella pertussis 

en diluciones que abarcaban desde 5x102 a 5x10-2 bacterias/reacción. La prueba 

se realizó por triplicado por dos operadores distintos en dos días distintos. Se 

determinó el Límite de Detección para la PCR AC-Hly/PT y para cada una de las 

PCR individuales, PCR PT y PCR AC-Hly, en sus condiciones propias.  

 

Se obtuvieron los siguientes  resultados: 

 

 

 

 

 

                                      
Fig. 14. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de las reacciones de PCR 
PT, AC-Hly y multiplex AC-Hly/PT.  Límite de detección para las tres PCR. B. pertussis (cepa 
Tohama) en concentraciones de 5x102 a 5x10-2 bacterias/reacción. Calle 1: Control negativo. 
Calle 2: B. pertussis 5x102 . Calle 3: B. pertussis 5x101 . Calle 4: B. pertussis 5x100. Calle 5: B. 
pertussis 5x10-1. Calle 6: B. pertussis 5x10-2. Calle 7: control positivo. 
 

Las tres PCR, incluyendo las dos secuencias blanco de la PCR AC-Hly/PT, 

presentan el mismo límite de detección de 0.5 bacterias por reacción. Esto indica 

que se han logrado las condiciones óptimas de la PCR multitarget para 

conservar la sensibilidad de las reacciones individuales. 

Luego de sucesivas repeticiones se obtuvieron idénticos resultados en la banda 

de PT pero la de AC-Hly  varió entre 0.5 bacterias por reacción y 5 bacterias por 

PCR  PT PCR  AC-Hly 

PCR  AC-Hly/PT 
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reacción.  De esta forma, se concluye que el límite de  detección para PT 

coincide con  el límite de corte (0.5 bacterias por reacción), mientras que para 

AC-Hly el límite de detección coincide con los anteriores pero el límite de corte 

es de 5 bacterias por reacción. 

Algunas de las repeticiones y sus variaciones se muestran en la siguiente figura 

 
 

 
Tabla 7: Límites de detección y de corte para cada una de las secuencias blanco de la 
 PCRAC-Hly/PT 

 
PT 

(bacterias/reacción) 

AC-Hly 

(bacterias/reacción) 

Límite de detección 0.5 0.5 

Límite de corte 0.5 5 

 

Selectividad: para la prueba de inclusividad se utilizaron 33 cepas de Bordetella 

distribuídas en  20 B. pertussis, 8 B. bronchiseptica y 5 B. parapertussis. La totalidad 

de ellas presentaron las bandas esperadas para el o los genes correspondientes, 

                 A                                       B                                        C 
 

                                D                                            E                                        

Fig. 15. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex Ac-Hly/PT. Límite de corte. A a E: distintas repeticiones. B. pertussis (cepa Tohama) 
en concentraciones de 5x102 a 5x10-2 bacterias/reacción. Calle 1: Control negativo. Calle 2: B. 
pertussis 5x102 . Calle 3: B. pertussis 5x101 . Calle 4: B. pertussis 5x100. Calle 5: B. pertussis 5x10-1. 
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al evaluar el DNA equivalente a 103 UFC por reacción. Los resultados con 

algunas de esas cepas se muestran en las siguientes figuras: 

   

 

 
Fig. 16. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Prueba de Inclusividad. Calles 1 a 4: Cepas de B. bronchiseptica. Calle 5: 
control negativo. Calles 6 a 8: Cepas de B. bronchiseptica . Calle 9: control positivo. Calles 10 a 14: 
cepas de B. parapertussis. 
 

 

 

 

 
Fig. 17. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex Ac-Hly/PT. Prueba de Inclusividad. Calles 1 a 7: cepas de B. pertussis. Calle 8: control 
negativo. Calles 9 a 11: cepas de B. pertussis. Calle 12: control positivo. Calles 13 a 18: cepas de B. 
pertussis. Calle 19: control negativo. 
  

 

 

Para estimar la exclusividad se utilizaron 32 cepas cuyo detalle es el siguiente: 

1-Staphylococcus aureus ATCC 25923, 2-Staphylococcus aureus ATCC 29213, 3-

Staphylococcus aureus ATCC 43300, 4-Enterococcus faecalis ATCC 29212, 5-Enterococcus 

faecalis ATCC 51299, 6-Escherichia coli ATCC 25922, 7-Escherichia coli ATCC 35218, 8-

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 9-Klebsiella pneumoniae ATCC700603, 10- 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, 11-Haemophilus influenzae ATCC 49247, 12- 

Haemophilus influenzae ATCC 49766, 13-Haemophilus influenzae ATCC 10211, 14- 
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Streptococcus agalactiae HHH 38159, 15-Streptococcus agalactiae HHH 38256, 16- 

Streptococcus agalactiae HHH 38273, 17-Streptococcus grupo G HHH 38061, 18-

Streptococcus grupo G HHH 38198, 19-Haemophilus influenzae HHH 38113, 20-

Haemophilus influenzae HHH 38133, 21-Haemophilus influenzae HHH 38268, 22-

Streptococcus pneumoniae HHH 38206, 23-Streptococcus pneumoniae HHH 38133-2, 24- 

Enterococcus faecium PNCCB E24, 25-Enterococcus raffinosus HHH 26356, 26- 

Enterococcus gallinarum PNCCB E24-2, 27-Enterococcus casseliflavus PNCCB E27, 28-

Escherichia coli HHH 39853, 29-Escherichia coli HHH 39854, 30-Enterobacter cloacae PEEC 

08, 31-Proteus mirabilis HHH 39715, 32-Shigella flexneri HHH 39792.  

 

En su totalidad las cepas presentaron ausencia de señal para los dos fragmentos 

genómicos considerados, al evaluar la PCR con una concentración de DNA 

correspondiente a 103 UFC por reacción. 

Los resultados de algunas de estas cepas se muestran en las fotografías 

siguientes:  

 

 

 
 

 
 
 
 
 Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Prueba de Exclusión. Calle 1: control negativo. Calles 2 a 7: cepas 3 a 8.         
Calle 8: control positivo. Calles 9 a 13: cepas 10 a 14.     
 
 
 
 

 
Fig. 19. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Prueba de Exclusión. Calle 1: control negativo. Calles 2 a 9: cepas 16 a 
23. Calle 10: control positivo. 
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Robustez: las cuatro cepas estudiadas presentaron la señal o señales esperadas 

en un total de doce repeticiones que incluyeron dos operadores, dos 

termocicladores y realizadas en tres días distintos. Algunas de esas experiencias 

se muestran en la siguiente figura: 

 
                                                         

     
                       A                                             B                                                     C    
 
 
  

                        
                        D                                             E                                                     F    
                            
Fig. 20. Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) de los productos de la reacción de PCR 
multiplex AC-Hly/PT. Prueba de Robustez. Operador 1: A, B y C. Operador 2: D, E y F. Calle 
1: Control negativo. Calle 2: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Calle 3: Bordetella 
bronchiseptica. Calle 4: Bordetella parapertussis. Calle 5: Bordetella pertussis. Calle 6: Control 
positivo.    
 
 
Se demuestra así que la PCR es resistente al cambio de respuesta cuando se 

introducen cambios deliberados tanto de operador como de termociclador y se 

realizan en tres días distintos. 

 

CONCLUSIONES 

En coqueluche, como en muchas otras enfermedades infecciosas de alta 

contagiosidad, un diagnóstico rápido es de vital importancia. Especialmente 

porque permite que el tratamiento antibiótico tenga impacto en la reducción de 

los síntomas y en el bloqueo de la diseminación del patógeno (1).  

El cultivo de Bordetella pertussis a partir de secreciones nasofaríngeas del 

paciente, es altamente específico para el diagnóstico, pero su sensibilidad es 
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baja y puede demorar entre 4 y 10 días. Los métodos serológicos también 

aportan sensibilidad y especificidad, pero la necesidad de realizar las 

determinaciones en muestras pareadas tomadas en fase aguda y convaleciente 

(separadas al menos por 21 días) retardan aún más el diagnóstico. Además debe 

considerarse su escasa utilidad en lactantes dada la errática respuesta inmune 

que se observa y la imposibilidad de diferenciar los anticuerpos generados por 

vacunación de aquellos que se originan en la infección natural (9, 187).  

Por estas razones es fundamental contar con una técnica que, además de 

sensible y específica, brinde resultados en forma rápida. 

En este contexto es que la PCR realiza un aporte invalorable al diagnóstico de 

coqueluche: puede aplicarse directamente a las muestras clínicas, puede 

detectar un bajo número de microorganismos aún si han perdido viabilidad, es 

sensible y específica, es rápida y funciona bien en niños pequeños. 

Desde la introducción del diagnóstico por PCR para coqueluche en 1989, se han 

publicado distintas metodologías en más de 100 trabajos (4, 38). Se han usado 

como blanco en las distintas técnicas a diferentes regiones del genoma de 

Bordetella sp: secuencias de inserción, gen de adenilato ciclasa, gen de porina, 

secuencia  promotora del gen de la toxina pertussis, etc (1). 

A pesar del gran adelanto que significó el aporte de la PCR al diagnóstico, la 

metodología no fue aún completamente estandarizada. Tampoco han sido 

convenientemente evaluadas la especificidad genómica de la misma ni la 

posible influencia de las variaciones analíticas en los resultados. La 

especificidad genómica en este caso está afectada por un conocimiento aún 

limitado del genoma de estos microorganismos, y es razonable pensar que la 

sensibilidad puede estar afectada por polimorfismos en las secuencias blanco. 

Ya se ha mencionado la identificación de loci polimórficos en la secuencia 

codificante de la toxina pertussis y de la pertactina (287) así como la existencia 

de distintos clusters de variantes genotípicas de B. pertussis derivados de los 

programas masivos de vacunación (180). Adicionalmente, la sensibilidad y la 

especificidad de la PCR pueden estar afectadas por errores técnicos o analíticos 
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y también aquellos intrínsecos a toda metodología de amplificación que emplea 

sistemas abiertos de detección de amplicones (38). 

El uso de PCR multi target puede minimizar la incidencia de estas variantes. La 

probabilidad de existencia de variantes polimórficas en más de un locus 

simultáneamente en un mismo microorganismo es mínima. De la misma forma, 

se disminuyen sensiblemente las posibilidades de que los errores técnicos o 

analíticos afecten a las dos o más secuencias blanco que se estudian. De esta 

forma se incrementan la sensibilidad y la precisión analítica de la metodología 

(4). 

La elección de la secuencia blanco es crítica para cualquier ensayo de PCR. Es 

deseable que, además de los beneficios enunciados anteriormente, el uso de una 

metodología multi target brinde información adicional sobre el o los agentes 

etiológicos presentes en la muestra estudiada. En el caso de diagnóstico de 

coqueluche, es altamente recomendable  que la combinación de primers elegida 

permita la detección de las principales especies de Bordetella que causan la 

enfermedad, además de brindar información sobre la presencia o ausencia  de 

B. pertussis, microorganismo que causa más del 90% de los casos. 

En el presente trabajo se eligieron como secuencias blanco a la secuencia 

promotora del gen de la toxina pertussis ya que es específica para B. pertussis y 

nuestro laboratorio tiene amplia  experiencia con esta metodología porque es la 

que se usa habitualmente en diagnóstico. La segunda secuencia seleccionada 

para la PCR multi target fue  una secuencia interna del gen que codifica para 

Adenilato Ciclasa-Hemolisina ya que está presente en las tres especies más 

frecuentes que causan el Síndrome Coqueluchoide (B. pertussis, B. parapertussis y 

B. bronchiseptica) y además puede compatibilizarse con la PCR anterior en un 

formato multiplex. Los productos de amplificación (191 pares de bases para la 

PCR de la secuencia promotora de toxina pertussis y 522 para la de Adenilato 

Ciclasa) son claramente diferenciables en un gel de agarosa. Adicionalmente, es 

posible compatibilizar las temperaturas de annealing de los distintos primers. 

En este trabajo se optimizaron las condiciones de reacción de la PCR multiplex 

y luego la metodología optimizada fue validada. 
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 El desempeño fue óptimo ya que se obtuvo un límite de detección igual al de 

cada PCR realizada individualmente. El mismo fue de 0.5 bacterias por reacción 

lo que implica una excelente sensibilidad para el diagnóstico de la patología.  

Las pruebas de Selectividad permitieron corroborar el excelente desempeño de 

la PCR, demostrando un 100% de resultados óptimos tanto en los ensayos de 

Inclusión como en los de Exclusión. 

Finalmente, quedó demostrada la Robustez del ensayo obteniendo resultados 

100% concordantes al variar el operador, el equipo utilizado y realizando la 

metodología en tres días diferentes. En total se probó para este parámetro el 

desempeño de la PCR en doce situaciones distintas. 

En suma, el uso de esta PCR multitarget puede aumentar la sensibilidad del 

diagnóstico de coqueluche, la especificidad del mismo discriminando los 

resultados falsos positivos/negativos y aumentar el conocimiento sobre los 

agentes etiológicos implicados en el síndrome coqueluchoide. 

 

Teniendo en cuenta la probable presencia de agentes etiológicos distintos de B. 

pertussis, la posible presencia de microorganismos con variantes polimórficas en 

las secuencias blanco estudiadas y la posible ocurrencia de errores técnicos; se 

recomienda la utilización de esta PCR multitarget  basándose en el siguiente 

algoritmo diagnóstico: 
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INTERPRETACIÓN: 
 
A:  Compatible con B. pertussis. 
 
B: Compatible con B. bronchiseptica o B. parapertussis: realizar PCR de IS1001 o 
del gen de Flagelina (347). Considerar polimorfismo en PT o falla técnica: 
realizar PCR IS 481 o Flagelina. 
 
C: Considerar polimorfismo en AC o falla técnica: realizar PCR IS 481 o 
Flagelina 
 
D: Compatible con ausencia de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica.  
 
 
NOTA: +/+ significa presencia de amplicón de AC y PT. 
              +/-  significa presencia de amplicón de AC y ausencia del de PT. 
              - /+ significa ausencia de amplicón de AC y presencia del de PT 
              - /-  significa ausencia de ambos amplicones 

 
PCR  AC-Hly / PT 

+ / - - / + + / + - / - 

A D C B 
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CONCLUSIONES  GENERALES 

 
A lo largo de la historia de la humanidad las enfermedades infecciosas 

constituyeron la principal causa de muerte, exceptuando las ocasionadas por las 

guerras. Con la introducción de las vacunas, por un momento pareció haberse 

derrotado a estas enfermedades pero pese a ello, quedan aún dolencias de vieja 

data por erradicar. Una de ellas es pertussis. Esta enfermedad no sólo no se ha 

podido erradicar, pese al uso masivo de vacunas desde 1940, sino que en la 

actualidad ha reemergido.  

En la Argentina la enfermedad ha evolucionado en forma de brotes epidémicos 

cada cuatro años. Aún por encima de este perfil epidemiológico, se ha venido 

registrando un aumento significativo de casos sobre todo durante los últimos 

cuatro años. Esta situación de reemergencia de la enfermedad no es privativa de 

la Argentina ya que la misma viene registrándose en varios lugares del mundo 

desde 1990. Varias son las causas que podrían explicarla, la mayoría de ellas 

asociadas a deficiencias en la vacuna: baja efectividad, corta duración de la 

inmunidad conferida e inmunoselección de variantes del agente causal con 

diferencias inmunogénicas respecto de la cepa vacunal. 

La provincia de Neuquén no ha sido ajena a este panorama registrando una 

importante epidemia en el año 2005 con más de 2800 casos notificados. En los 

años siguientes, además de la existencia de brotes epidémicos de alcance local, 

la situación adquirió características de  endemia con más de 1000 notificaciones 

en cada uno. 

Durante el brote epidémico de 2005 se observó un aspecto epidemiológico 

llamativo respecto a la distribución de casos confirmados según la edad de los 

pacientes. El mayor número de casos confirmados de pertussis se registró en 

edades desde los 18 meses a los 12 años. Este grupo etareo, sorprendentemente 

además, había recibido entre cuatro y cinco dosis de vacuna contra pertussis 

(cuádruple y triple bacteriana). Esta situación es similar a la observada en la 

epidemia de Holanda de los años 1996/97, donde se observa un pico notorio de 
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casos entre los 3 y los 10 años de edad. La aplicación de modelos matemáticos al 

análisis de esta situación, permitió postular que el brote de Holanda obedeció a 

una disminución en la eficacia de la vacuna, probablemente relacionada con un 

acortamiento del período de protección post vacunal. Se ha postulado que esta 

reducción en la protección se debe a la aparición de cepas nuevas para las 

cuales las vacunas en uso son menos efectivas(286, 397). De hecho, en Holanda 

la población de B. pertussis circulantes presentan algunos genes de virulencia 

(pertactina y toxina pertussis, por ejemplo) con polimorfismos respecto de las 

cepas que se emplean en la producción de vacunas(286, 404). Esta divergencia 

molecular observada entre la población bacteriana circulante y las cepas 

vacunales también se ha registrado en nuestro país (59, 131). Es necesario 

continuar las investigaciones para clarificar la incidencia de estos hechos en la 

evolución epidemiológica de la enfermedad en la Argentina y en nuestra 

Provincia. 

Es indudable el impacto positivo que la implementación del diagnóstico 

molecular de coqueluche produjo en la vigilancia de la enfermedad a nivel país 

y en nuestra provincia en particular. La combinación del trabajo conjunto del 

equipo clínico-epidemiológico con el de laboratorio y la posibilidad de contar 

con resultados rápidos, sensibles y específicos; permitieron un monitoreo en 

tiempo real de la situación con la posibilidad de tomar acciones de alto impacto 

en el momento oportuno.  

La situación epidemiológica de la enfermedad en la provincia no solo llevó a la 

implementación local del diagnóstico microbiológico y molecular, sino a 

mejorarlo de forma de poder hacer frente al número relativamente alto de 

muestras que se procesaban. Se hizo imprescindible tratar de disminuir las 

repeticiones de la metodología que se debían hacer sobre una misma muestra 

dada su naturaleza mucosa. Se trabajó para ello en el mejoramiento del método 

de procesamiento, de forma que continuara siendo sencillo pero con 

incrementada capacidad mucolítica y con la adición de agentes que pudieran 

neutralizar posibles inhibidores presentes en las muestras. El método 

optimizado consistió básicamente en la utilización de ditiothreithol como 
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agente mucolítico, proteinasa K y Chelex como agente quelante de probables 

inhibidores presentes en las muestras.  

Dicho método, de menor costo e igual performance que los mejores métodos 

comerciales disponibles en el mercado, mostró un desempeño excelente en las 

pruebas de laboratorio. El porcentaje de repeticiones con este método 

disminuyó drásticamente de alrededor de 30% a menos del 5% de las muestras. 

Este último valor está representado mayormente por muestras 

extraordinariamente mucopurulentas, la mayoría de las cuales tampoco pueden 

ser resueltas con los métodos comerciales ensayados. El uso de esta 

metodología simple que no insume más tiempo que la tradicional, marca un 

considerable avance en el diagnóstico molecular de la patología sin elevar 

apreciablemente los costos. 

Otro aspecto que se debió abordar al instalar las metodologías en una provincia 

como Neuquén, con escasa población y organizada en centros de salud de 

complejidad creciente con diagnóstico centralizado, fue la optimización en la 

conservación y envío de las muestras. En este trabajo se evaluaron las 

condiciones de conservación antes del procesamiento en el laboratorio de 

Biología Molecular. Los ensayos realizados permitieron demostrar que durante 

las primeras 72 horas de obtenida la muestra no se observa deterioro de la 

misma, aún conservada a temperatura ambiente. No hay diferencias entre 

conservarlas como fueron obtenidas o procesarlas previo a la derivación. La 

gran mayoría de las muestras llegan al laboratorio de biología molecular con 

menos de 72 horas desde que fueron obtenidas, y por ello no es necesario hacer 

ningún tratamiento de la muestra. Dado que a las 72 horas a temperatura 

ambiente se comienza a percibir una disminución en la intensidad de las 

señales obtenidas en la PCR, aunque aún no se puede objetivar pérdida de 

sensibilidad, se recomienda la conservación de la muestra en heladera. Se 

sugiere no usar freezer ya que su comportamiento demostró ser inferior. Para 

conservaciones prolongadas se sugiere utilizar heladera ya que las muestras así 

conservadas fueron las únicas que no evidenciaron cambios a lo largo de los 30 

días que duró la experiencia. Las normas de conservación y derivación de 
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muestras desde los hospitales provinciales hacia el laboratorio de biología 

molecular se elaboraron en base a las conclusiones obtenidas con las 

experiencias diseñadas y llevadas a cabo localmente. 

Una vez mejorada la preparación de las muestras y establecidos los parámetros 

para su conservación y derivación, se consideró necesario evaluar la 

metodología diagnóstica por PCR. La posible existencia de polimorfismos en los 

genes utilizados como blanco de la PCR y la ocurrencia de algunos errores 

técnicos en el proceso pueden evitarse con un diseño multi target de la PCR. 

Teniendo en cuenta esto, se decidió poner a punto y evaluar una PCR con dos 

secuencias blanco: se eligió una específica para B. pertussis (secuencia 

promotora del gen de toxina pertussis) y otra especifica para las especies de 

Bordetella involucradas en el síndrome coqueluchoide: B. pertussis, B. 

bronchiseptica y B. parapertussis (secuencia del gen de Adenilato Ciclasa-

Hemolisina). Con este formato, además de evitar las dos fuentes de error 

mencionadas anteriormente, se pretendió obtener información adicional sobre 

otras especies del género Bordetella que pudieran estar involucradas en la 

endemo-epidemia de Neuquén. 

 Se optimizó la metodología y luego se validó su desempeño en muestras 

clínicas. Es de destacar que la PCR diseñada demostró una excelente 

sensibilidad, igual a la de cada PCR realizada en forma individual. También se 

comprobó una selectividad del 100% y una excelente robustez frente a los 

desafíos ensayados. De esta manera la PCR multiplex AC-Hly /PT, se presenta 

como una nueva herramienta diagnóstica de excelente desempeño, a la que se le 

ha maximizado la especificidad y  que puede brindar información adicional 

sobre los agentes etiológicos involucrados en el síndrome coqueluchoide.  

En relación a este último punto, en la prueba en terreno de la nueva 

herramienta diagnóstica, además de detectar pacientes infectados con B. 

pertussis se detectó en seis pacientes con sintomatología compatible con 

coqueluche, una señal propia de otras especies del género con ausencia de B. 

pertussis (señal de AC-Hly en ausencia de la de PT). De las  muestras de estos 

pacientes se pudieron aislar colonias morfológica y microscópicamente 
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compatibles con Bordetella. Dichas colonias fueron identificadas por pruebas 

bioquímicas y PCR específicas en Laboratorios de Referencia, como B. 

parapertussis. Merece destacarse que, si bien la literatura es contradictoria en 

este sentido, existe un predominio de opiniones de que las vacunas actuales 

tienen limitada o baja eficacia sobre B. parapertussis (98, 184, 420, 421). Estos 

resultados que a nuestro entender son los primeros notificados en nuestro país, 

son de gran importancia porque demuestran la participación de otros agentes 

etiológicos cuya trascendencia en la reemergencia de coqueluche debe ser 

investigada (313).  

Finalmente, es de destacar que esta investigación ha impactado favorablemente 

en la comunidad médica y bioquímica de la provincia y en las autoridades de 

Salud de la misma. El avance en el diagnóstico de pertussis en la provincia no 

sólo permitió una mejora en la respuesta a esta enfermedad, sino que  permitió 

la instalación de capacidades básicas aplicables a otras patologías. Es así que en 

la actualidad, las autoridades de la Subsecretaría de Salud y la comunidad 

médica valorizan este tipo de metodologías sobre todo porque quedó 

demostrada su capacidad para brindar las respuestas oportunas tan necesarias 

en el área de salud. 
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