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Objetivos

e Describir los antecedentes que muestran a pertussis como problema
para la salud publica. Datos de nuestro pais y otros.

e Describir los metodos de diagndéstico para pertussis actuales y sus
iImplicaciones en salud publica

- Microbiologico (cultivo)

- Molecular (PCR convencional PCR Real Time)
- Serologico (ELISA)

e Familiarizarse con las metodologias diagnosticas, la interpretacion de
los resultados y el algoritmo de trabajo

e Valorizar la vigilancia integrada y al laboratorio dentro de ella



PERTUSSIS, COQUELUCHE, TOS FERINA

Infeccion respiratoria inmunoprevenible
altamente contagiosa causada
principalmente por Bordetella pertussis

Afecta preferentemente a los nifios menores de 1 afno de
edad pero puede darse incluso en adolescentes y adultos

Puede ser fatal

OMS estima que en el mundo se producen 16 millones de
casos por ano de los cuales 195.000 resultan ser fatales



Estrategias de control: Vacunas
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Vaccine-preventable diseases

Disease Maximum Cases % change
cases in 2003

Diphtheria 296,939in 1921 1 99.99%

Tetanus 1,560 in 1923 20 98.5%

Pertussis 265,269 in 1934 11.647 92.1%

Measles 894,134 in 1941 56 99.98%

Paralytic polio 21,269 in 1952 0 100%

3,100 died

Mumps 152,209 in 1968 231 99.80%

Rubella 57,686 in 1969 7 99.9%

HIB 20,000 prior to 1985 259 98.7%

From Centers for Disease Control and Prevention. MMWR 2004

hozbor@biol.unlp.edu.ar



Reported NNDSS pertussis cases: 1922-2013*
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Epidemiologia

Reported NNDSS pertussis cases: 1922-2012*

Figure 2, Number and incidence of reported pertussis cases by year of onset —
California, 1946-2014*
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Figura 2. Fallecimientos asociados a Coqueluche. Argentina, 2002- 2011
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Figura 2. Fallecimientos asociados a Coqueluche. Argentina, 2002- 2011

II.l. Vigi].anCia de CoquEIHChe mMenores de 1 afio  mOtras edades
a0

I.1.a. Analisis de la situacion actual g 7

2 60
Coqueluche continia siendo un grave problema de Salud Publica aun en paises con altas 3 22
coberturas de vacunacion. I
En Argentina durante los afios 2011 y 2012 se observo un incremento de la notificacién de £ 2
coqueluche y de los casos confirmados. En el afio 2013 se mantuvo la tendencia en ascenso ® 10 I I I I I
de las notificaciones, con una menor incidencia de casos confirmados. o I L

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Afo

Fuente: Direccion de Estadisticas e Informacion de Salud (DEIS),
Ministerio de Salud de la Nacion

Ministerio de
Tos convulsa: Q%ii:-‘imm acin
Aumento de casos y muertes

ALERTA
Semana Epidemiolégica: 4
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Cadigo CIE - 10 A37
Redaccion informe .Programa Nacional de Control de Enfermedades Inmunoprevenibles.

.Direcciéon de Epidemiologia.

Durante €l afio 2014 entre la Semana Epidemiolégica (SE) 1 y 37 se registraron 6076 casos
sospechosos de coqueluche, de los cuales 436 fueron clasificados como confirmados.



Coqueluche en SIVILA
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Despite relatively high vaccination
coverage, pertussis notification rates
have increased both nationally and in WA
in recent years. An epidemic of pertussis
commenced around July 2011 in WA, and
IS ongoing, with the number and rate of
notifications far exceeding levels
recorded previously. Whilst notification
rates are currently highest in primary
school aged children, attributed to
waning of vaccine-induced immunity, the
impact of the disease remains greatest in
infants under 1 year of age, with about
50% of these cases requiring
hospitalisation.



Causas de la reemergencia de pertussis

Problemas asociados a las vacunas:
Efectividad de las vacunas existentes.
Caida de la inmunidad inducida por la vacuna.

Divergencia antigénica y posible adaptacion de B. pertussis a la
inmunidad inducida por la vacuna.

Circulacion de otras especies contra las que las actuales vacunas
tienen una baja efectividad de proteccion: ej B. parapertussis



J Infect Dis. 2014 Oct 24. pii: jiu591. [Epub ahead of print]
While waiting for better pertussis vaccines, let's use the ones we have.
Boyce TG, Virk A.

CALENDARTO NACIONAL DE VACUNACION
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Esquema de vacunacion en USA

FIGURE. Recommended childhood and adolescent immunization schedule, by vaccine and age — United States, 2006
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Esquema de vacunacion en USA

Recommended Adult Immunization Schedule—United States - 2013
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Definiciones y clasificacion

DEFINICIONES CLINICAS DE CASO:

e Menores de 6 meses: Toda infeccion respiratoria aguda, con al
menos uno de los siguientes sintomas: Apnea, cianosis, estridor
inspiratorio, vomitos despueées de toser o tos paroxistica.

e Mayores de 6 meses hasta 11 anos: Tos de 14 o mas dias de
duraciéon acompafado de uno o mas de los siguientes sintomas: tos
paroxistica, estridor inspiratorio o vomitos después de la tos, sin otra
causa aparente.

e Mayores de 11 anos: tos persistente de 14 o mas dias de duracion,
sin otra sintomatologia acompanante.

En situaciones de brote se ajustara la definicion de caso.

MET. DIAGNOSTICAS CLASIFICACIONES DE CASO
Caso confirmado: Cultivo positivo
Microbioldgica Clinica compatible con PCR positiva.

Clinica compatible con seroconversion.
Clinica compatible + nexo epidemioldgico caso conf por lab

Molecular . :
Caso probable: Clinica compatible
Paciente con clinica incompleta o datos insuficientes y con resultado
L positivo por PCR 0 por seroconversion.
Serologica

Caso descartado: Clinica incompleta o datos insuficientes, laboratorio negativo y sin
nexo epidemioldgico con un caso confirmado



Test diagnosticos

Microbiologico (Cultivo)

Molecular (PCR)

Seroldgico (ELISA)

Culture

Paired*®
Sera

Specificity Optimal
Timing

< 2 weeks
post-cough

anset
< 4 weeks
post-cough

onset

86 — 1007%

Al symptom
onset and 4-8
weeks later
Atleast 2
weeks post-
cough onset;
ideally =4
weeks post-

cough

Very specific (100%)

Rapid test; more
sensitive than
cullure; arganisms
do not need to be
viable; positive post-

antibiotics

cffective indication
of mounting antibody
fiters

LIseful for late
diagnosis post
antibioctics

Sensitaty and specificity values obtained from Wendelboe and Van Rie, 2006.




Tipo de muestra y condiciones de transporte

« Debe contener c€lulas del epitelio ciliado respiratorio

Aspirado nasofaringeo

& —_— s 4
SOFT PALATE BREATH

HARD PALATE
SPEECH AND BREATH

PHARYNK {THROAT) —___

LARYNE, (VOICE BOX) ————
OESOPHAGUS (GULLET) —__

MANDIBLE (JAW BONE)
ONGUE
VOCAL CORDS

T TRACHEA WINDFIPE)

[in f

Hisopado nasofaringeo

Nasofaringe posterior
No es bucal, no es nasal

Para cualquiera de los métodos de coleccion, es MUY importante usar
guantes desechables y cambiar los guantes entre pacientes.

También es importante utilizar areas separadas de la empleada para vacunar a los individuos contra
pertussis a partir



Adptacién material CDC



Hisopado
nasofaringeo

Adptacion material CDC

UNe pera culiive



Test diagnostico

Después de la toma de muestra

e Se recomienda plaquear inmediatamente o colocar la
muestra en medio de transporte Regan Lowe

e El ANF y el HNF sirven para cultivo y PCR

Las muestras deben procesarse lo antes posible
Hasta su procesamiento guardar en heladera. No congelar
En caso de derivacion, hacerlo en frio, respetando las

normas de bioseguridad y acompanando la muestra con la
ficha epidemioldgica completa




Cultivo

Esencial para laboratorio de
salud publica

100% especifica, baja
sensibilidad

Mayor tasa de positivo para
cultivo:

- Infantes (menor de 1 afio)
- No vacunado

- Temprano en la enfermedad

Cultivo no es dificil

B. pertussis en el medio BG



Impacto del cultivo en salud publica

e En la confirmacion de pertussis

- otros patdgenos pueden ocasionar sintomas similares

- pueden ocurrir co-infecciones

- la morfologia de las colonias ayuda a la identificacion de
otras especies

e Es particularmente importante en la sospecha de un brote

e En la caracterizacion molecular poblacion bacteriana
circulante



LdalaticliZatlliull yecliudpita uc alsialliciitus CHicus uc
Bordetella pertussis en Argentina

1997. Nuestro Laboratorio comenzo con el aislamiento y caracterizacion
molecular de aislamientos obtenidos en nuestro pais.

Nuestra coleccion :

v'380 aislamientos de B. pertussis periodo 1997-2013.



LdalaticliZatlliull yecliudpita uc alsialliciitus CHicus uc
Bordetella pertussis en Argentina

1997. Nuestro Laboratorio comenzoé con el aislamiento y caracterizacion
molecular de aislamientos obtenidos en nuestro pais.

Nuestra coleccion :

v'380 aislamientos de B. pertussis periodo 1997-2013.
v el 92% ptxAl, prn2,

Cepas vacunales vy un aislamiento local representativo de la coleccién local

(a) (b)
Dice (Opt:1-50%) (Tol 1-5%—1-5%) (H=0-0% S=>0-0%) [0-09%—100-0%]
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Bp106 3 [ 1 2] 1 B 3

Figure 1 (a) Genomic analysis of Bordetella pertussis strains used for vaccine production. The chromosomal DNA profiles obtained after digestion
with Xbal are shown on the left side and the identifier of strains on the right side. (b} Characteristics of vaccine strains used in this work.

ORIGINAL ARTICLE

Genotypic and phenotypic characterization of Bordetella
pertussis strains used in different vaccine formulations
in Latin America
D. Bo ro, M.E. Gaillard

Basile, M. Fritz and D.F. Hozbor



Cambios en la pobalcion circulante de B. pertussis
Distribucion (%) de los diferentes genotipos en distintos periodos epidémicos

1969-2001 2002-2004 2005-2013

ptxP1,2 prnl fim3A ptxAl ptxP3 prn2 fim3B ptxAl
BptxP1,2 prnl fim3A ptxA2 MptxP3 prn2 fim3A ptxAl




Evolution of whooping cough bacterium may reduce vaccine effectiveness.
Riedmann EM.

Hum Vaccin Immunother. 2014;10(6):1430. No abstract available.

PMID: 25396233 [PubMed - in process]
Related citations

Pertactin-Negative Bordetella pertussis Strains: Evidence for a Possible Selective Advantage.

Martin SW, Pawloski L, Williams M, Weening K, DeBolt C, Qin X, Reynolds L, Kenyon C, Giambrone G,

Kudish K, Miller L, Selvage D, Lee A, Skoff TH, Kamiya H, Cassiday PK, Tondella ML, Clark TA.
Clin Infect Dis. 2014 Oct 9. pii: ciu788. [Epub ahead of print]

PMID: 25301209 [PubMed - as supplied by publisher]
Related citations

Rapid increase in pertactin-deficient Bordetella pertussis isolates, Australia.

Lam C, Octavia S, Ricafort L, Sintchenko V, Gilbert GL, Wood N, Mcintyre P, Marshall H, Guiso N, Keil

AD, Lawrence A, Robson J, Hogg G, Lan R.
Emerg Infect Dis. 2014 Apr;20(4):626-33. doi: 10.3201/eid2004.131478.

PMID: 24655754 [PubMed - in process] Free PMC Article
Related citations




Diagnostico Molecular (PCR)

e Detecta especificamente material genético

Especificidad esta dada por los primers y las
condiciones de reaccion

Falsos positivos pueden evitarse empleando
diferentes secuencias blanco

Falso negativos pueden evitarse empleando
controles

e Formato: PCR convencional o
PCR en tiempo real




Primers y Tamaro de bandas esperadas:
Banda de 494 pb para £5-globina, banda 187 para IS481 y banda de 191 pb para PT

Secuencias de primers para [S481
IS481 F: 5’ GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT 3
IS481 R: 5 TTCAGGCACACAAACTTIGATGGGCG 3

Secuencias de primers para PT:
Primer PTpl5" CCAACGCGCATGCGTGCAGATTICGTC 3
Primers PTp2 5" CCCTICTIGCGTITIGATGGTGCCTATTITA 3

Secuencia de primers -globina:
5CCAATCTGCTCA CAC AGG ATA GAGAGGGCA GG 3
5'CCTTGA GGC TGT CCA AGTGAT TCA GGC CAT CG 3

El algoritmo consiste en realizar una primera PCR con primers IS481 v en caso de ser
positiva realizar una segunda PCR para confirmar, en este caso se recomienda la
utilizacion de los primers para PT.



1S481 no es especifico
- 50 a >200 copias en B. pertussis

- Copias multiples en B. holmesii
- 1-7 copias en B. bronchiseptica

Primers para el diagnostico de Bordetella parapertussis

Amplicon esperado: 498pb

IST001 F: 5" CACCGCCTACGAGTITGGAGAT 3

IS1001 R: 5" CGCCGCTITGATGACCTITGATA 37

Bioseguridad: patogeno de riesgo II, necesidad de empleo de flujo laminar vertical.



Bordetella
pertussis

Bordetella
parapertussis

Bordetella spp

Bordetella pertussis ATCC 8467 o CIP 8132
Bordetella parapertussis ATCC 15311




Diagndstico molecular

25

Multiplex R-PCR Assay for
Bordetella spp.

H® T 15481 primers/probe set FAM- B.pertussis/B. holmesii
LS DO hIST001 primers/probe set Quasar- B. holmesii
O & 00 pls1001 primers/probe set HEX- B. parapertussis
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Diagndstico molecular

« The multiplex assay utilizes three target sequences
— 15481
— hIS71001 specific for B. holmesii (3-5 copies/cell)
— plS71001 targets B. parapertussis (20-23 copies/cell)

« The ptxS1 targets the gene for the S7 subunit of
pertussis toxin

— Single copy in B. pertussis and B. paraperifussis

Multiplex
Species ptx31 15481 hiIS1001 plS1001
B. pertussis + + - -
B. parapertussis + _ _ +
B. pertussis and + + _ +

B. parapertussis

B. holmesii + +




Los resultados positivos de PCR deben
interpretarse en combinacion con

- Sintomas de los pacientes
- [Estado del tratamiento

- Factores epidemiologicos

El diagnostico es una parte importante de la vigilancia




Impacto del Diagnostico Molecular en salud publica

e Oportunidad - deteccion temprana.

e Oportunidad - Resultados mas rapido que el diagnostico
microbiologico
10 dias vs 24 - 48 h

e Positividad en la fase caracteristica de la enfermedad

Comienzo sint.

!

0 2 4 6 8 10 12

Culture
PCR

e |dentificacion de otras especies



Serologia

Cytoplasmic
membrane

Cell wall

(Adapted, by permission of Dr. Heinz-Josef Schmitt)
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Serologia

Meétodos serologicos aplicados al diagndstico de B.
pertussis : ELISA

ELISA

v Ac. anti B. pertussis completa

v Ac. dirigidos contra antigenos especificos de B. pertussis



Serologia

Originalmente disefiada para la evaluacion de las vacunas

Util en los estadios tardios de la enfermedad

Communicable Period

Convalescent
:ubation Period ~ - Paroxysmal Stage Stage
Incubation Period . 0 o) Stage aroxysms ge Stage

-3

)

- 'rli
Symptom Onset

Para el diagnostico en la poblacion adolescente adulta



Los resultados de las distintas metodologias diagnodsticas pueden no concordar ya
que cada una de ellas depende diferencialmente de factores como edad del

paciente, fase de la enfermedad, tratamiento con antibioticos, estado inmunoldgico,
efc.




Menoresde un afio

el aprioridad es el
cultivo. La
reaccion de PCR
cuando el cultivo
no esta
disponible. La
serologia no

resulta apropiada.

*Cultivo 6 PCR sdlo
durante las fases
catarral o
paroxisticay
serologia,
teniendo en
cuentaque la
vacunacion no se
haya recibido en
los tres anos
previos al
momento de la
toma de muestra

J

*Serologia,
teniendo en
cuentaque la
vacunacion no se
haya recibido
durante los tres
anos previos, en
segundo término
PCR.




Estadios y sintomas de pertussis: Valor del cultivo, serologia y PCR

Semana 0-1 |12 | 2-3 3-4 | 4-5 5-6 | 6-7 | 7-8 89 | 9-10 | 10-11 | 11-12
Sintomas + +++ | 4+ | A+ | +++ ++ + +
Ig G Aglutinacion ++ +++ | | 4+ +++ +++ ++
ELISA
Ig A ELISA + + ++ +++ +++ ++ + +
Cultivo +- ++ +++ ++ + +
PCR + +++ | ++++ |+ |+ ++ ++ ++ + + +

FASE CATARRAL

TOS INESP FASE DE

PERIODO PAROXISTICO
TOS PAROXISTICA CONVALECENCIA

PERIODO DE INCUBACION
SIN SINTOMAS




Fichas notificadas para estudiar Coqueluche.
Total pais. SE 1-36. 2008-2012.

Varias pueden ser las causas
de esta situacion
epidemioldgica, pero mas alla
de ellas lo claro es que hoy
esta enfermedad es un
problema para la salud publica
que requiere de mejoras en
las estrategias de control

1 357 91113 155%719212325'2729313335

Mejoras en el diseio de vacunas: - vacunas celulares

- vacunas acelulares



Lab. VacSal IBBM FCE UNLP CONICET LISIN FCE UNLP CONICET

Erica Bartel Agustina Errea
Daniela Bottero Grlse_lda Moreno
Celina Castuma Martin Rumbo
Emilia Gaillard

Dario Flores INIFTA UNLP CONICET
Maximiliano Ormazabal

Eugenia Zurita Paula Bergero
Francisco Carriquiriborde Pablo Pesco

David Sabater Gabriel Fabricius

Daniela Hozbor

INIFTA
B T |
L—\
CONICET e
FACLILTAD [E CIENCIAS EXACTAS
DEPAETAMENTO DE (HAMICA de La Plata

Muchas gracias por la atencion!!
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