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RESUMEN

Objetivo. Determinar la tasa de positividad a B. pertussis y los factores clinicos y

epidemioldgicos asociados a dicha positividad.

Métodos. Se realiz6 un estudio transversal, del 1 de marzo al 25 de octubre de 2019, en
el que se incluyeron todos/as los/as nifios/as menores de cinco afos de edad, que fueron
admitidos al servicio de urgencias pediatricas del Hospital de Las Culturas, de San
Cristobal de Las Casas, Chiapas, y que presentaban signos y sintomas compatibles con
tosferina y/o sindrome coqueluchoide (n=38). A los padres de las y los nifios incluidos en
el estudio, se les entrevistd para recopilar informacion demogréfica, epidemioldgica y
clinica de las y los nifios, a los cuales se les tomaron dos muestras de exudados
nasofaringeos para realizar el diagnostico confirmatorio por cultivo, MALDI-TOF y PCR-
TR. De manera adicional, se tomaron datos sanguineos, de la férmula blanca, del
expediente clinico de las y los nifios estudiados, con el fin de utilizarlos para analizar la
positividad de infeccion mediante un predictor clinico que incluyo las concentraciones de
leucocitos = a 21.6 x103 /ul y linfocitos a 211.5 /ul, analizando la asociacién con las

variables en estudio.

Resultados: Se evidencio la presencia de casos de tosferina: la tasa de positividad por
cultivo fue de 5.4%; por PCR-TR, 16.12% vy, por el predictor clinico, 36.66%. No se
encontrd ninguna asociacion estadisticamente significativa entre la positividad a tosferina
y las variables analizadas. También se encontr6 una alta proporcion (78.9%) de nifios/as

gue no tenian su esquema completo de vacunacion contra esta enfermedad.

Conclusiones: Es necesario mejorar la prevencion y el diagnéstico de casos de tosferina
por parte de los servicios de salud de la region, mediante la capacitacion y sensibilizacion
al personal, asi como dotarlo de los equipos e insumos para la vacunacion y deteccion

de casos de esta enfermedad.
Palabras claves: Tosferina; Disnea paroxistica; Leucocitosis; Linfocitosis; México;

Key words: Whopping Cough; Dyspnea, Paroxysmal; Leukocytosis; Lymphocytosis;
Mexico.



INTRODUCCION
La tosferina, también llamada tos convulsiva y pertussis, es una enfermedad infecciosa y
altamente contagiosa, causada por la bacteria B. pertussis, que esta reemergiendo en

varios paises (Hernandez Porras and Gonzalez Saldafia 2014).

La sintomatologia de la tosferina se clasifica en tres fases: 1. La catarral, que se
manifiesta como una gripe; 2. La paroxistica, en la que se presentan los episodios
caracteristicos de la tosferina de tos violenta, generando el denominado “gallo
inspiratorio”; y, 3. La fase de convalecencia, en la que disminuyen los accesos de tos
(Mancebo Hernandez et al. 2005). Estos sintomas son muy parecidos al padecimiento
clinico “Sindrome Coqueluchoide”, por lo que se le ha considerado para referirse a los
signos y sintomas de la tosferina sin confirmacion, siendo el sintoma mas comun la tos
paroxistica 0 en accesos, sin importar la duracion, ya que el sindrome coqueluchoide
puede ser causado por otros agentes etiol6gicos principalmente por el virus sincitial
respiratorio (Dotres Martinez et al. 2012), asi como Mycoplasma pneumoniae o el virus

parainfluenza tipo 1, 2 y 3, entre otros agentes microbiolégicos (SSA 2018).

A nivel mundial, la tosferina ha sido y es una de las diez primeras causas de muerte en
nifios menores de un afo, grupo en el que a inicios de la década del 2010, se tuvo un
estimado de 50 millones de casos y 300,000 defunciones por afio (OPS 2012). De
acuerdo a estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2013, en el
ambito mundial la tosferina caus6 al menos, 63,000 muertes en menores de 5 afios de
edad, aun con el subdiagnéstico y subregistro de casos que se sabe existe de esta
enfermedad (WHO 2015). El subdiagndstico y subregistro se hizo evidente en un estudio
de la carga global de tosferina en menores de 5 afos, estimando para el afio 2014, una
carga de 24.1 millones de casos y 160,700 muertes en este grupo de edad,
presentandose la mayor proporcion en la regién Africana con 7.8 millones de casos y
92,500 muertes (Ting Yeung et al. 2017). Asimismo, para el afio 2018 la OMS reportd
151,074 casos nuevos y un estimado de 89,999 de muertes estimadas para el afio 2008
en el mundo (WHO 2019a)*.

1 WHO por sus siglas en inglés Organizaciéon Mundial de la Salud



Se ha registrado que la tosferina mantiene ciclos de brotes epidémicos cada dos a cinco
afios (WHO 2015). Si bien el 90% de los casos de tosferina se encuentran en paises en
desarrollo, donde la tasa de letalidad puede ser hasta del 4% en menores de un afio
(Brefia Cantu et al. 2018), algunos paises desarrollados también han determinado un
incremento de la enfermedad (Cantarelli et al. 2013), tal como es el caso de Estados
Unidos de América, el Reino Unido, Australia, Holanda y Japon, entre otros (Ojeda
Gonzélez 2017), aun cuando estos paises tienen altas coberturas de vacunacién
(Domenech de Celles et al. 2016).

Este aumento de casos de tosferina, en los que México esté incluido por la presencia de
brotes (Pérez Pérez et al. 2015), ha coincidido con el cambio del tipo de vacuna contra la
tosferina: de vacuna celular o de células completas (VC), a la vacuna acelular (VA). La
VA es empleada en la mayoria de los paises (WHO 2015) y se le considera como uno de
los factores principales del resurgimiento de la tosferina —por una posible disminucion de
la inmunidad-, aunque este resurgimiento no es global (Domenech de Cellés et al. 2016).
Otros factores asociados, han sido: la corta inmunidad inducida por la infeccién natural
por B. pertussis, el incompleto o nulo esquema de vacunacion y, la propia evolucion de
B. pertussis (Wood and Mcintyre 2008), ademas de la disponibilidad de métodos de

diagnostico mas sensibles.

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS 2012) emiti6 en noviembre del 2012
una alerta epidemiolégica con recomendaciones para incrementar la vigilancia de la
enfermedad y aumentar la cobertura de vacunacién, especialmente en el grupo mas
susceptible, que son los nifios menores de cinco afos de edad. Esta alerta fue por el
aumento en el nimero de casos de tosferina en paises como Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Guatemala, Paraguay, Estados Unidos de América y México, presentando
algunos un incremento entre 50 a 100% en el numero de casos (véase Tabla 1 de

anexos).

En laregion de las Américas, la cobertura de vacunacién contra tosferina se ha mantenido
en un 91% en el periodo del 2015 al 2017, aun asi, en esta misma region, se reportaron
en el afio 2017 un total de 10,232 casos de tosferina (WHO 2018).



La VA empleada actualmente en México para la prevencion de la tosferina es la
denominada pentavalente (DPaT+VIP+Hib) que contiene: el toxoide pertussico (Pa)
contra tosferina, el toxoide diftérico (D) contra la Difteria, el toxoide tetanico (T) contra el
tétanos, los virus de la poliomielitis inactivados tipos |, 1l y Il (VIP) contra la poliomielitis,
y una proteina de la bacteria Haemophilus influenzae tipo b (Hib) contra la infeccién por
esta bacteria (SSA 2015a). Se aplica a los 2, 4, 6 y 18 meses de edad con un refuerzo
de DPT a los 4 afios de edad (SSA 2015b). Reportes oficiales indican que la cobertura
nacional en el afio 2016 fue del 97% (OMS 2018).

En México, los casos de tosferina se mantuvieron relativamente estables en el periodo
2000 a 2007. En el 2000 se reportaron 53 casos (Ojeda Gonzalez 2017). Para el afio
2008 se reportaron 162 y, en el 2009, 579 casos, con una tasa de incidencia nacional
para estos dos ultimos afios de 0.14 y 0.50 por 100,000 habitantes. Dicho incremento de
casos fue atribuido a la sensibilizacion del personal de salud para la busqueda
intencionada de casos sospechosos, asi como a la introduccién de la técnica molecular
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) para el diagndéstico de la
enfermedad (SSA 2018). Es pertinente mencionar que, si bien en el bienio del 2011-2012
Chiapas fue uno de los estados donde se realizaron pruebas piloto de la PCR-TR,

actualmente no se contintia con la realizacion de esta prueba.

Para el 2012 se reportaron en todo el pais 1,100 casos de tosferina, con una tasa de
incidencia de 0.94 por cada 100,000 habitantes (SSA 2018). El grupo de edad con mayor
namero de casos (en un 85%), fue el de menores de un afio de edad. Los estados que
reportaron mayor numero de casos, en orden descendente, fueron: Nuevo Ledn, Sonora,

Tamaulipas, Jalisco, Durango, Chihuahua y Chiapas (Brefia Cantu et al. 2018).

En el afio 2013 se reportaron en México 955 casos de tosferina (SSA 2018) y una tasa
de mortalidad en los menores de un afio de 2.4 por 100,000 nifios (SINAVE 2016). En los
siguientes afios presenté un comportamiento ciclico, de subidas y bajadas, de 955, 1,107
y 1,029 casos de tosferina en 2014, 2015 y 2016, respectivamente (SSA 2018). En 2017
el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) reportd en el boletin
epidemioldgico 622 casos; para 2018 fueron 657 casos (SINAVE 2018) y, el afio 2019
(véase figura 1 de anexos) dan una cifra de 791 casos (SINAVE 2019).



Este mismo boletin report6é para el estado de Chiapas 68, 87,26, 23 y 39 casos (Figura
2) para los afos 2015 (SINAVE 2015), 2016, 2017 (SINAVE 2017), 2018; y el aiio 2019,
respectivamente (SINAVE 2019).

En la region de los Altos de Chiapas?, no existen estudios actuales sobre la situacion
epidemiologica de la tosferina. Sin embargo, en la conferencia “Epidemiologia de la
tosferina en Chiapas”, dictada por la epidemidloga del Instituto de Salud del Estado de
Chiapas (ISECH) Claudia Patricia Nolasco Gomez en septiembre de 2015, se dieron a

conocer los siguientes datos y recomendaciones:?

e Enuna investigacion efectuada por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado
de Chiapas (LESP-Chiapas), la Universidad Autbnoma de Chiapas (UNACH) y la
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH) entre 2012 y 2014, se
confirmé el aumento en la incidencia de esta enfermedad. De 1,719 personas
atendidas, en 1,454 muestras se encontraron anticuerpos contra B. pertussis, 313
casos fueron considerados probables y en 130 se identifico la presencia de la bacteria.

e Por cada caso identificado de tosferina, se tiene que hacer la busqueda de casos, en
por lo menos cinco contactos domiciliarios (padres, hermanos, otros familiares) y
extradomiciliarios (vecinos, compafieros de escuela) para la deteccion de la
enfermedad.

e Segun reportes publicados por la Direccion General de Epidemiologia de la SSA, de
2003 a 2013 hubo un aumento de 200% de casos confirmados de tosferina. De 2000
a 2011, la enfermedad mostré un patrén oscilatorio, similar al observado en otros
paises, con exacerbaciones de 3-5 afios. En 2009 hubo 579 casos notificados, para
2010 hubo un decremento y, para 2011, un incremento de 19% con respecto al afio
2009

e Latosferina va al alza en Chiapas y, la mayoria de los casos se presenta en periodos
de invierno y verano, lo que esta asociado a cambios de temperatura. Tapachula y
Tuxtla Gutiérrez son los municipios en los que se reportan mas casos, aunque la

localidad con mayor riesgo es San Lucas, ubicada en los Altos de Chiapas, donde la

2 También llamada regidn Tseltal-Tsotsil
3 Promocién de la Salud. Centro de Noticias. Confirman presencia de casos de tosferina en Chiapas. Disponible en:
http://www.promocion.salud.gob.mx/cdn/?p=16436 Fecha de acceso: 6 de junio de 2019.



http://www.promocion.salud.gob.mx/cdn/?p=16436

mayoria de los casos se encontraron en menores de un afio, con mayor frecuencia

en mujeres.

Por otra parte, la revista Proceso publico el 14 de junio del 2007 el reportaje titulado
“Catorce muertos por epidemia de tosferina en comunidades de Chiapas” (La Redaccion
2007), en el que se sefialan los siguientes aspectos, de acuerdo a informacién
proporcionada por la Junta de Buen Gobierno (JBG) del Ejército Zapatista de Liberacion

Nacional (EZLN) “Corazén Céntrico de los Zapatistas Delante del Mundo”:*

e Al menos 14 muertos (en su gran mayoria nifios) y mas de 20 personas infectadas,
debida a una epidemia de tosferina en seis comunidades indigenas de la Cafada de
la region de Los Altos de Chiapas, ubicadas en el municipio de San Juan Cancuc, el
cual figura como uno de los 100 mas pobres del pais.

e Las autoridades sanitarias estatales y municipales, advirtieron a la poblacién infectada
gue, si daban a conocer esta epidemia, podrian llegar a perder los recursos de los

programas Oportunidades y Progresa.

Como puede apreciarse de la nota anterior, segun la JBG los casos no estaban
notificados en la Secretaria de Salud (SSA) “por conflictos politicos que impedian el
acceso a la atencion de salud”, por lo que se intuye que no hubo un diagndstico
confirmatorio. Esta noticia también expone la exclusién social, de salud y polarizacion
politica que se vive en la region de Los Altos de Chiapas, ejemplificado con la negacién

o rechazo a la vacunacién contra tosferina y otras enfermedades.

Sobre este brote, segun informacion proporcionada por el encargado del Departamento
de Epidemiologia de la Jurisdiccion Sanitaria Il de San Cristobal de Las Casas, Dr.
Cuauhtémoc Zapata Cabrera,® lo que la SSA tiene reportado es que, si bien “por parte
de la SSA se estudiaron tanto nifios y adultos, solo se confirmo la presencia de casos de
tosferina en adultos”. Segun el Dr. Zapata se recolectaron en ese entonces 185 muestras

provenientes de nifios, nifias y sus contactos, sin desglosar cuantas de cada categoria,

4 Catorce muertos por epidemia de tosferina en comunidades de Chiapas. La Redaccién (Revista Proceso).
Disponible en: https://www.proceso.com.mx/208904/catorce-muertos-por-epidemia-de-tosferina-en-
comunidades-de-chiapas Fecha de acceso 6 de junio de 2019.

5 Entrevista efectuada de manera personal, por la autora el 12 de diciembre de 2019 en las oficinas de la
Jurisdiccidn Sanitaria No. Il en San Cristobal de Las Casas, Chiapas.



https://www.proceso.com.mx/208904/catorce-muertos-por-epidemia-de-tosferina-en-comunidades-de-chiapas
https://www.proceso.com.mx/208904/catorce-muertos-por-epidemia-de-tosferina-en-comunidades-de-chiapas

solo hizo mencion que “de esas 185 muestras, la mayoria eran nifios/as, pero que los
casos positivos encontrados —sin mencionar cuantos-, fueron solamente en adultos.
Ademas, sefial6 que dicha poblaciébn no se encontraba vacunada por rechazo a los
servicios gubernamentales (“eran renuentes”) y, considerd que el no haber encontrado
casos en nifos, obedecié a que probablemente, el momento del diagnéstico, “la mayoria
de los nifios presentaban muchas complicaciones y ya tenian tiempo con la enfermedad,

lo que pudo haber afectado en la confirmacion del diagnéstico de tosferina”.

La falta de material y equipo para el diagndstico, concientizacion e informacion de la
tosferina en la region de los Altos de Chiapas, aunado a la presencia de casos
sospechosos de tosferina y/o de sindrome coqueluchoide, es lo que motiva la presente
investigacion enfocada al analisis de la tosferina, en lo relativo a las caracteristicas
clinicas, epidemioldgicas asociadas a la presencia de B. pertussis en niflos menores de
cinco afos con sindrome coqueluchoide admitidos al Hospital de Las Culturas de San

Cristébal de Las Casas, durante el periodo del 1 de marzo al 25 de octubre de 2019.

El propdsito es contribuir a conocer la epidemiologia de la tosferina en esta region, con
el fin de contar con mayores criterios clinicos y epidemiolégicos para formular estrategias
gue ayuden a prevenir y controlar la cadena de transmisiéon de la enfermedad en la region;
y, para aislar y tener una coleccion de cepas de B. pertussis, que serviran en el futuro a
otras investigaciones, como el proyecto “Analisis epidemiolégico y molecular de
Bordetella pertussis en nifios admitidos al Hospital de las Culturas de San Cristobal de
Las Casas, Chiapas” —del cual se desprende el presente estudio—, para conocer su

diversidad genética.

ESTADO DEL ARTE

Generalidades de la tosferina

La tosferina es una enfermedad respiratoria aguda infecto-contagiosa, denominada
también “tos quintosa” o “canto de gallo” (whooping cough) (SSA 2018). Es causada por
la bacteria B. pertussis, la cual habita en la boca, nariz y garganta del infectado, y es

transmitida al expulsar aerosoles, o por contacto directo de secreciones respiratorias



producidas al toser o estornudar (Dotres Martinez et al. 2012). Existen otras especies que
causan sintomas similares a la tosferina, descritas en el cuadro 3 de anexos, algunas de
las cuales son B. parapertussis y B. holmessi -que generan una sintomatologia mas leve
que la causada por B. pertussis- y, B. bronchiseptica, que se ha identificado como
generadora de enfermedad en personas inmunocomprometidas y en animales

domeésticos como perros, gatos y cerdos (Kilgore et al. 2016).

Debido a que el sindrome coqueluchoide presenta signos y sintomas similares a la
tosferina, y que pueden generarlo otros agentes bacterianos ademas de la B. pertussis
es necesario su diagnéstico de laboratorio para confirmar la infeccién de B. pertussis en

casos con esta sintomatologia.

Vacunacion contra la tosferina

Histéricamente han existido dos tipos de vacunas contra la tosferina. Las primeras
vacunas empleadas fueron las vacunas completas VC en 1914, y eran preparadas a partir
de células muertas de B. pertussis. En 1948 se combind con los toxoides tetanico y
diftérico, dando lugar a la vacuna DPT, por sus siglas en inglés, diphteria, tetanus and
pertussis (WHO 2015), introduciéndola en paises de alto ingreso, y para 1954 en México.
En 1999, se introduce la VC pentavalente (DPT+HB+Hib), en los que se les agrego
toxoides para la proteccion contra Hepatitis B (HB) y Haemophilus influenzae (Hib), las
cuales se sumaron a las ya incluidas anteriormente tosferina, difteria y tétanos

(Hernandez Porras and Gonzélez Saldafia 2014).

La VC generd una disminucién en las tasas de incidencia y mortalidad por tosferina,
principalmente en menores de cinco afios —el grupo etario mas afectado por la
enfermedad-, debido a su eficacia protectora, alcanzando entre 80-95%, por lo que se
incluy6 en los calendarios de vacunacion nacionales de muchos paises y, desde 1974,

en los programas de inmunizacion de la OMS (InDRE 2015).

Sin embargo, la VC fue asociada a efectos secundarios adversos, entre los que incluian
fiebre elevada, dolores que generaban Illantos inconsolables, convulsiones vy
encefalopatias (Melvin et al. 2014), lo que impulsé el desarrollo de la VA, siendo Japon
el primer pais en implementarla en 1981. A diferencia de las VC, la VA sélo incluye uno

0 varios antigenos especificos purificados a partir de cultivos de B. pertussis. Tales



antigenos pueden ser: Toxina pertussis (PT), Hemaglutina filamentosa (FHA), Pertactina
(PRN), y Fimbrias (FIM) de tipo 2 y 3. Cada tipo de vacuna se fabrica a concentraciones
diferentes de antigenos y con una cepa diferente de B. pertussis, lo que no permite que
se pueda generalizar el efecto de las vacunas a nivel mundial. En este sentido, la
implementacion de distintos esquemas de vacunacién alrededor del mundo,
aproximadamente 80 tipos, también impide un efecto generalizado en el ambito global
(WHO 2015).

Las primeras formulaciones de VA contenian sélo la PT, luego se adicion6 el antigeno
FHA (WHO 2015). En la actualidad existen formulaciones que contienen de tres a cinco
antigenos formulados con PT, FHA, FIM 2 y 3, y PRN (WHO 2015). El tiempo de
proteccion asociada a la VA es de aproximadamente 5 y 10 afios (Pérez Pérez et al.
2015), por lo que se recomienda un refuerzo de la VC a los cuatro afios de edad, la cual

tiene un tiempo de proteccion de aproximadamente 12 afios (WHO 2015).

Vacunacion contra la tosferina en México

En México, el cambio hacia la VA inici6 en el 2007 utilizando la denominada “vacuna
pentavalente acelular” (DPaT+VIP+Hib), la cual es una combinacién de antigenos que
son parte de las bacterias y virus contra las que protege la vacuna: el toxoide diftérico (D)
contra la Difteria; el toxoide tetanico (T) contra el tétanos; el toxoide pertussico (Pa) contra
la tosferina; los virus de la poliomielitis inactivados tipos I, Il y 1l (VIP) contra la
poliomielitis; y, una proteina de la bacteria Haemophilus influenzae tipo b (Hib) contra la
infeccién por esta bacteria (SSA 2015a). Cuando se compone solo de los antigenos
contra la Tosferina, Difteria y Tétanos, se le denomina DPaT o DTaP (Pérez Pérez et al.
2015)

Actualmente la aplicacion de esta vacuna, es a los 2, 4, 6 y 18 meses de edad, por via
intramuscular, en menores de 18 meses en el muslo derecho, siendo el musculo mas
desarrollado a esta edad, el cual garantiza la eficacia vacunal y, en mayores de 18 meses
de edad, se aplica en el muasculo deltoides (SSA 2015). Diversos estudios han
documentado que, con una sola dosis de vacunacion contra tosferina se puede tener una

proteccion del 50% contra la forma grave de la enfermedad en menores de un afio, en



tanto que con dos dosis se obtiene una proteccion de hasta el 80%, de manera que la

inmunogenicidad aumenta gradualmente con cada dosis vacunal (WHO 2015).

Otro grupo susceptible de ser vacunado en Meéxico, lo constituyen las mujeres
embarazadas, para el cual la estrategia de vacunacion es aplicar una sola dosis de
refuerzo de la vacuna Tdpa entre las 20 y 32 semanas de gestacion. Dicha vacuna
contiene la dosificacién de toxoides tetanicos (T), diftérico en cantidad reducida (d) y
fraccion acelular de Pertussis con carga antigénica estandar (pa), que protegen contra la
tosferina, el tétanos y la difteria (SSA 2010). Esta estrategia, llamada “capullo” comenz6
en el afio 2013 para proteger al recién nacido y a lactantes menores de dos meses (antes
del inicio del esquema de vacunacién). El fundamento de esta estrategia es la generacion
de anticuerpos de la madre, que son transferidos al bebé a través de la placenta
(Hernandez Porras and Gonzalez Saldafia 2014). Sin embargo, hay estudios que
describen que no hay produccion de anticuerpos contra tosferina en las mujeres
embarazadas, lo que explica parcialmente la presencia de tosferina en recién nacidos de

madres a las que se les fue aplicada la vacuna Tdpa (Villarreal Pérez et al. 2014).

La vacunaciéon contra la tosferina, ademas de brindar proteccion directa, que es la
inducida por la vacuna, también brinda proteccién a los no vacunados —de manera
indirecta-, al generarles un menor riesgo de infeccion, siendo esto de importancia para el

éxito de programas de vacunacion (Domenech de Cellés et al. 2016).

En un estudio realizado en Estados Unidos de América en el periodo de 1998 a 2001, en
el que se evaluo la efectividad de la aplicacion de vacunas contra la tosferina en nifios de
entre 6 y 59 meses de edad, se encontré6 que la mejor combinacion en cuanto a
proteccion, era utilizando tres dosis de la vacuna celular DPT y una dosis de la vacuna
acelular DTaP después de los 14 meses de edad, confiriendo mayor proteccion por parte
de la DPT (Bisgard et al. 2005).

Para el afio 2014, la OMS (WHO 2015) estim6 un 86% de cobertura mundial de
vacunacion contra la tosferina en nifios; para el 2017 estimé un 92% de cobertura de 3
dosis de la vacuna contra tosferina, difteria y tétanos (WHO 2018). La Cobertura estimada
por la OMS para esta misma vacuna en el 2018 fue del 86% a nivel mundial (WHO 2019a)

y, aunque esta cifra parezca alta, no es suficiente ya que se necesita una cobertura de



alrededor del 95% segun las recomendaciones de la OPS/OMS para disminuir la
reemergencia de la tosferina (OPS 2012), criterio que no se esta cumpliendo y que, de

alcanzarse, podrian evitarse 1.5 millones de muertes (WHO 2019b).

Antecedentes y epidemiologia de la Tosferina en México

La tosferina en México ha sido una enfermedad prevalente desde hace muchos afios.
Hay registros de las primeras descripciones de esta enfermedad desde 1836, realizadas
por el doctor Manuel Andrade, el cual publico en el periddico de la Academia de Medicina
de dicho afio, una nota donde indicaba el aumento de casos de tosferina en México,
describiendo el cuadro clinico, complicaciones de esta enfermedad, mencionando ya el
alto grado de contagio al narrar su experiencia con pacientes convivientes de enfermos
de tosferina, asi también aporté desde su experiencia tratamientos para esta enfermedad
(Carrado Bravo et al. 1982).

El Dr. José Maria Lugo Hidalgo, en 1898, también contribuyd con tratamientos para la
tosferina, publicando en la Gaceta Médica de México los beneficios del bromoformo para
el tratamiento de esta enfermedad, asi como también investigé algunos procesos de su
patologia, al mencionar que el neumococo invadia el parénquima pulmonar, generando

las complicaciones respiratorias (Carrado Bravo et al. 1982).

Se sabe que desde antes de la utilizacion de las vacunas contra la tosferina, esta
enfermedad se presentaba, y se sigue presentando (Murray et al. 2013), en mayor
proporcién y con complicaciones clinicas en menores de un afio de edad y era una causa
comun de muerte en esta poblacién. Esto se demuestra en el registro de casos de
tosferina en la Republica Mexicana para el afio de 1903, teniendo 11,383 defunciones en
menores de un afio con una mortalidad de 28.26 por cada 1,000 nifios menores de un
afo, y 17,859 defunciones por tosferina en nifios de todas las edades. En ese mismo
afo, la tasa de mortalidad a nivel nacional fue de 15.25 por cada 10,000 habitantes
(Carrado Bravo et al. 1982).

Posteriormente, la estimacion del nimero de defunciones por tosferina en el periodo de
1922 a 1941 fue de 251,983, de las cuales, el 39% fueron en menores de un afio de edad
(Carrado Bravo et al. 1982).



En los primeros afios de la década de 1930 en México, el nimero de menores de cinco
afios que fallecieron por causa de la tosferina fue de aproximadamente 10,000 (Ojeda
Gonzalez 2017). Para el afio de 1940 se logré generar el primer lote de vacuna contra la
tosferina en México realizado por la Dra. Pearl Kendrick, aunque aun no se habia
ampliado el programa de vacunacion contra la enfermedad, por lo que se seguia
considerando como la tercera causa de muerte infantil en el pais (Carrado Bravo et al.
1982).

Es por ello que el director del Laboratorio de Epidemiologia y Bioestadistica del Instituto
de Enfermedades Tropicales, el Doctor Miguel E. Bustamante, promovio la prevencion
de la enfermedad al incluir dentro del programa de vacunacion, la vacuna contra la

tosferina (Carrado Bravo et al. 1982).

México registré 519,413 defunciones por tosferina en un intervalo de 54 afios (1922 a
1975) con tendencias a veces descendentes y, otras con picos epidémicos, tal como

puede apreciarse en el Cuadro 1 (Carrado Bravo et al. 1982).

En cuanto a la morbilidad por tosferina se reportaron 998,258 casos en México durante
el periodo de 1941-1979, presentando la mayor morbilidad en 1942 con 33,825 casos y
una tasa del165.9 por 100,000 habitantes (Cuadro 2).

En 1950, gracias a la implementacion de la vacunacion contra la tosferina en el pais, se
logré una importante disminucion en la morbilidad y mortalidad, la cual se ubic6 en ese
afio con una tasa de 46.1 defunciones por 100,000 habitantes (Ojeda Gonzalez 2017),
en comparacion con épocas anteriores (1934), en las que se presentaba una tasa de
mortalidad de hasta 113.6 por 100,000 habitantes. Sin embargo, en 1950 la erradicacion
de la tosferina era un desafio, ocupando en ese afio el cuarto lugar como causa de
defunciones en todas las edades, presentandose el 97% en menores de cinco afios y, de

este porcentaje, el 71% en menores de 1 afio (Ojeda Gonzalez 2017).

En México, afio con afio ha venido disminuyendo la mortalidad por tosferina. No obstante,
se observo un incremento en el periodo de 2008-2015; en el afio 2009 se presentaron 32

defunciones en menores de cinco afios con una tasa de mortalidad de 0.33 por cada



100,000 nifios del mismo grupo de edad; para el 2011 se notificaron 44 defunciones con

una tasa de mortalidad de 0.39 con el mismo denominador (Ojeda Gonzalez 2017).

Chiapas, por su parte, sufrié una elevada mortalidad por tosferina entre 1936 y 1940, asi
como entre 1955 y 1959, siendo de los diez primeros estados con mayor mortalidad por
tosferina, registrando una tasa de mortalidad de 46.3 por 100,000 habitantes v,
posteriormente, en el periodo que va de 1968 a 1975, se ubic6 como uno de los tres

estados con mayor mortalidad por tosferina (Carrado Bravo et al. 1982).

Para el aflo de 1979 las tres instituciones de salud mas importantes en México: la
Secretaria de Salubridad y Asistencia de México (actualmente Secretaria de Salud), el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y el Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), reportaron entre las tres, 4,680 casos
de tosferina, en los que Chiapas fue de los estados con mas casos diagnosticados. De
acuerdo a reportes de la SSA, los estados con mas casos fueron: Oaxaca (434), Chiapas
(354) y Chihuahua (123). En el IMSS fueron: Distrito Federal (DF) y Estado de México
(465), Jalisco (264), Chiapas (223) y Veracruz (210). En el ISSSTE fueron: DF (12),
Chiapas (6), Puebla (6) y, Sonora (6) (Carrado Bravo et al. 1982). Sin embargo, el
namero de casos pudo haber sido mayor, debido a que solamente se contabilizé a la

poblacion que tenia acceso a servicios de salud en las instituciones mencionadas.

En un estudio realizado en México sobre la seroepidemiologia de la tosferina a nivel
nacional, para el periodo de 1987-1988, se evidencio la importancia de la vacunacion
contra la tosferina, al presentar mayor frecuencia de casos con seropositividad en
pacientes vacunados, en comparacion con los no vacunados (Sapian Lépez et al. 1992)

aportando evidencias de la proteccidn conferida a través de la vacunacion.

México presenta ciclos epidémicos de la tosferina cada tres a cinco afios (Mancebo
Hernandez et al. 2005), comportamiento epidemiol6égico que también se observa en otros
paises. En un estudio epidemiolégico en la ciudad de México en pacientes
derechohabientes del IMSS durante el periodo de 1992 a 2011, se pudo observar este
comportamiento ciclico en la frecuencia de casos de tosferina que, si bien, desde 1992
se habian reportado apenas cuatro casos confirmados, en 1997 se presentd un alza a
144 casos. Afos antes, en 1994, se publico la NOM-017-SSA2-1994 para la vigilancia



epidemiolégica de enfermedades prevenibles por vacunacion, la cual definia el sindrome
coqueluchoide que, al operacionalizar la sintomatologia, permitié delimitar y facilitar la
comprension de lo que debe considerarse como dicho sindrome, favoreciendo un mejor
diagnéstico y, por ende, una mayor posibilidad de captar mas casos de tosferina.
Posteriormente ocurrieron descensos y ascensos no significativos en varios afios
seguidos, hasta la aparicion de un brote a nivel nacional en 2009 con 141 casos en
poblacion derechohabiente, y a nivel nacional 579 casos positivos de tosferina (Pérez
Pérez et al. 2015).

Para el afio 2010 disminuyeron a 64 casos y, para 2011, aumentaron a 101 casos en
poblacién derechohabiente y 455 casos a nivel nacional, si bien el aumento de casos en
2011 se atribuyd a la implementacion de un mayor y mejor diagnostico, introduciendo
técnicas moleculares mas eficaces como la Polymerase Chain Reaction (PCR, por su

acronimo en inglés) (Pérez Pérez et al. 2015).

El grupo de edad més afectado por la infecciéon de B. pertussis ha sido el de los menores
de un afio, pero el nimero de casos en adolescentes y adultos ha venido aumentando,
situacion epidemioldgica observada tanto en México como en varios paises del mundo.
Estos dos grupos de edades son los mayores reservorios y transmisores de dicha
infeccion, ya que manifiestan la enfermedad con sintomas leves y sin complicaciones, o
muchas veces son asintomaticos, por lo que muchas veces no son diagnosticados (Pérez
Pérez et al. 2015).

El estudio de la seroepidemiologia de la tosferina en México (Sapian Lopez et al. 1992)
también describe esta situacién, en el sentido de que la cantidad de anticuerpos va
disminuyendo conforme aumenta la edad, es decir, que la proteccidon dada por la
inmunidad de la vacuna se va reduciendo a medida que aumenta la edad, lo cual se
asocia con el incremento de casos positivos a tosferina en adolescentes y adultos

reportado actualmente en varias partes del mundo (Pérez Pérez et al. 2015).

En México se ha reportado el aumento de casos en adolescentes y adultos, como el
estudio realizado sobre la seroprevalencia de B. pertussis en adolescentes de entre 12y
15 afios de secundarias publicas de la Ciudad de México durante el periodo 2002 - 2003,

el cual, de una muestra de 61 adolescentes con tos, 20 casos resultaron positivos a B.



pertussis y, de entre sus contactos, de una muestra de 152, obtuvieron 16 casos positivos
(Tomé Sandoval et al. 2008).

También el estudio peridomiciliar es importante para eliminar la fuente y cadena de
transmision de la tosferina. Esto se demostré en un estudio realizado en Mexicali, Baja
California (Franco Esquivel et al. 2018) del caso de un paciente positivo a B. pertussis,
encontrando en sus contactos un caso positivo a B. pertussis y tres contactos positivos a
B. holmessi. Al paciente positivo se le realizd el estudio peridomiciliar, teniendo 26
personas vecinas, encontrando dos casos mas de B. pertussis y uno de B. holmessi

(Franco Esquivel et al. 2018).

Estos estudios demuestran y explican la necesidad del estudio de contactos a partir de
pacientes confirmados o sospechosos a tosferina, y la implementacién de la denominada
“estrategia capullo” (WHO 2015), que consiste en la vacunacion a contactos de pacientes
de edad vulnerable, como los menores de un afio de edad, para cortar la cadena de

transmision de la tosferina.

Caracteristicas bioldgicas de Bordetella pertussis

Las especies del género Bordetella se encuentran clasificadas dentro del phylum
proteobacteria subclase beta-proteobacterias, del orden Burkholderiales, y dentro de la
familia Alcaligenacea. La B. pertussis es un cocobacilo Gram negativo, no productor de
esporas, con un tamafio de entre 0.8 y 0.4 um, aerobio estricto e inmovil (Sanchez Pardo
et al. 2013).

Uno de los precursores del descubrimiento de la B. pertussis fue Afanassjew en 1887,
quien describid a la bacteria como un bacilo, aunque no logré aislarla como lo hicieron
por primera vez Jules Bordet y Octave Gengou en 1906 (Ojeda Gonzalez 2017). Posterior
a Afanassjew, en 1897 Koplik y Spengler aislaron y cultivaron por separado colonias
perladas, parecidas morfolégicamente a Bordetella sp., en agar ascitis, aunque se
menciona que eran cultivos impuros de Bacillus influenzae. En 1901, Jochmann y Krause
aislaron y cultivaron un bacilo que denominaron Bacillus pertussis Eppendorf, del esputo

de un paciente infantil; sin embargo, el bacilo pertenecia a la especie de B. influenzae.



El aislamiento exitoso de la bacteria realizado por Bordet y Gengou en 1906 fue gracias
al medio selectivo preparado que incluia extracto de papa, el cual aporta vitaminas y
nitrégeno para el desarrollo de B. pertussis, e inhibe otros microorganismos y toxinas que

afectan el crecimiento de esta bacteria (Klebs 2004).

Asimismo, existen otros miembros del género Bordetella que se asocian con el Sindrome
Coqueluchoide como la B. parapertussis, B. bronchiseptica y B. holmessi. La B.
parapertussis y B. holmessi, al igual que B. pertussis, son patégenos exclusivamente
humanos causando la tosferina (Kilgore et al. 2016). B. bronchiseptica, se ha aislado
principalmente en animales, aunque se ha llegado aislar, con poca frecuencia en
humanos, en los que las caracteristicas clinicas son menos complicadas en comparacion
con la infeccibn por B. pertussis (Diavatopoulos et al. 2005). En el estudio de
Diavatopoulos et al. (2005) se describe a una bacteria similar a B. bronchiseptica,
designada como “cepa complejo IV”, como el ancestro de las especies antes

mencionadas.

Una de las principales diferencias entre las diferentes especies de Bordetella, es la
virulencia generada por los inmundgenos presentes. Se sabe que B. pertussis contiene
el inmundégeno de mayor virulencia asociada a generar las complicaciones de la tosferina,
este inmundgeno es la PT. Otros inmunogenos presentes en B. pertussis son: la toxina
adenilato ciclasa (AC), toxina dermonecrética (DNT), citotoxina traqueal (CTT), FHA, PRT

y proteinas metabdlicas (Kilgore et al. 2016).

Las personas infectadas por B. holmessi presentan pocos y sintomas mas leves, ya que
la virulencia es menor, aunque se ha reportado coinfeccién con otros patégenos que si
llegan a generar un cuadro clinico grave. Se necesita mayor investigacion de las demas
especies de Bordetella (Pittet et al. 2014) para que no sigan subestimandose los casos,
ya que muchas veces el diagndéstico no es especifico de la especie y solo se determina a

B. pertussis como el Unico y principal patdégeno (Pardo Dominguez et al. 2018).

Divergencia antigénica entre cepas vacunales y circulantes
Se ha documentado que la introduccién de vacunas ha promovido cambios en la

diversidad antigénica de B. pertussis. La divergencia antigénica se ha definido como los



cambios de las caracteristicas estructurales de los antigenos debido a mutaciones
puntuales de los genes que los codifican. La divergencia antigénica entre cepas de la
vacuna y las cepas circulantes, constituyen una de las principales causas del
resurgimiento de la incidencia de la tosferina, a pesar de la alta cobertura de vacunacién

en Holanda, Japén, Estados Unidos y Australia, entre otros paises (Bart et al. 2014).

En Holanda se demostro por primera vez que la estructura de la poblacion de B. pertussis
circulante no eraigual a la de las cepas empleadas en la produccién de vacunas, quizas
como consecuencia de una presion de seleccion ejercida por la inmunizacién masiva
(Mooi 2010). Se ha determinado el cambio conformacional de los antigenos de la bacteria
generada por mutaciones de los genes que codifican para estos antigenos, usados en la
elaboracion de la vacuna que dan la inmunidad protectora como la PT, PRN y FIM (Mooi
2010). Si bien la evolucion supone que la vacunacion disminuiria la diversidad genética
de B. pertussis, se han realizado estudios donde confirman presencia de nuevas cepas
de la bacteria (WHO 2015).

En un estudio realizado en 19 paises que representaban los seis continentes, donde se
colectaron y analizaron 343 cepas de B. pertussis desde 1920 a 2010, se registro el
cambio en genes de B. pertussis que codifican para inmunégenos ptaxA, fim2-1, ptxP1,

fim3-1, los cuales han sido en utilizados en las vacunas (Bart et al. 2014).

Patogenia

La transmision de B. pertussis se da por inhalacion de aerosoles de personas infectadas
0 por contacto directo con secreciones. La B. pertussis tiene un periodo de incubaciéon de
6 a 20 dias, mientras que el cuadro clinico puede durar de siete a ocho semanas después
(SSA 2018).

Tras la inhalacion de aerosoles que contienen células de B. pertussis, se genera la
adherenciay fijacién a las células del epitelio respiratorio ciliado de la nasofaringe y arbol
tragueo bronquial, ya que la bacteria tiene tropismo a estas células (Pescador Vargas
and Roa Culma 2017), sobreviviendo a una de las primeras defensas de inmunidad innata

del huésped, como el aclaramiento mucociliar y la accién de péptidos antimicrobianos,



multiplicandose localmente, y resistiendo a la eliminacion de las células inflamatorias
(Melvin et al. 2014).

Mediante estudios moleculares se han logrado identificar algunos componentes de la
bacteria, que actian como toxinas secretadas y que son las causantes de la
sintomatologia (Pescador Vargas and Roa Culma 2017). En esta primera fase de
adherencia bacteriana a las células ciliadas de la nasofaringe, intervienen toxinas como
la FHA, FIM, PT y PRN, las cuales realizan la adhesion a las células del epitelio
respiratorio ciliado (Pescador Vargas and Roa Culma 2017). Estas toxinas trabajan
independientemente, ya que al haber una pérdida de funcion o ausencia de una de estas,
no se altera significativamente la adhesion al epitelio, hipétesis que asocia a la
insuficiencia de la inmunizacion activa para prevenir la reproduccién bacteriana y generar

la enfermedad (Donoso et al. 2012).

Después de la adherencia bacteriana, la B. pertussis evade la respuesta inmune por
medio de la toxina AC que inhibe la accion de células de defensa como neutréfilos y
células NK (asesinas naturales). Esta toxina también interviene, junto con la CTT, en la

destruccién de las células ciliadas del epitelio respiratorio (Donoso et al. 2012).

Ademas de facilitar el ataque a las células ciliadas del tracto respiratorio, la PT contribuye
a la colonizacién de la bacteria, al suprimir y modular la respuesta inmune e inflamatoria
del huésped, mediante: 1) intoxicacion a macrofagos alveolares, primeras células
inmunes mieloides que controlan generalmente una infeccion (Scanlon et al. 2019); 2)
inhibicion de la migracién y retraso del reclutamiento a neutrofilos en la primera semana
de la infeccién; 3) inhibiciébn de la produccion de anticuerpos séricos, y por ende,
disminucién de la accion de estos para controlar la infeccion (Donoso et al. 2012); y 4)
disminucion de la accion fagocitica de los monocitos circulantes, reduciendo la respuesta
adaptativa inmune y, promoviendo la supervivencia de B. pertussis en el tracto

respiratorio (Scanlon et al. 2019).

La toxina PT, es también conocida como pertusinégeno y es la responsable de la
gravedad de los signos y sintomas, entre los que se incluyen: leucocitosis -documentado

por estudios en modelos animales en los que se utilizaron ratas, cerdos y macacos, a los



gue se les administré PT purificado-, hipertension pulmonar, patologias cerebrales

(Scanlon et al. 2019), hipoglicemia y sensibilizacion de histamina.

La PT es una proteina conformada por dos subunidades, A y B. La subunidad A tiene
actividad enzimética, la cual cataliza la ribosilacién de la adenosin difosfato (ADP) de la
subunidad alfa de las proteinas G triméricas, lo que altera e inhibe sefializacion y
funciones metabdlicas de muchas células y genera una variedad de actividades
biologicas, entre las que se encuentran unas de suma importancia, como el efecto
promotor de la leucocitosis, linfocitosis y la activaciéon de células de los islotes
pancreaticos, generando hipoglucemia en recién nacidos (Murray et al. 2013). La

subunidad B tiene funciones receptoras y de adherencia.

La molécula de adhesién integrina (LFA-1), es un receptor que media la unién de linfocitos
y la extravasacion en las vénulas de los ganglios linfaticos. Este receptor sirve como
marcador biologico, mientras que el efecto de la PT hacia estos receptores es la
disminucién de la expresiéon de estos, lo cual fue demostrado experimentalmente en un
modelo en macacos infectados con la toxina PT. Dichos macacos presentaron
leucocitosis y reduccién de la expresion de LFA-1 en los linfocitos, generando el
aglomeramiento de los leucocitos en la vasculatura, al no dejarlos transitar (Carbonetti
2016). Asimismo, en un estudio de lactantes con tosferina, se observo una deficiencia de
la expresion del marcador de ganglios linfaticos L-selectina en los linfocitos, lo que puede

contribuir a la aglomeracion de estas células por su falta de migracion (Carbonetti 2015).

En un informe de un caso clinico de un bebé de tres meses no vacunado, infectado por
una cepa de B. pertussis con deficiencia de la PT, se describié un curso relativamente
corto de la tosferina y sin leucocitosis (Carbonetti 2015), lo cual sugiere que la PT es en
gran parte responsable de los sintomas respiratorios y de la leucocitosis. No obstante, se
necesita mas investigacion en humanos sobre esta toxina para determinar su asociacion
con la leucocitosis y la generacién del paroxismo, ya que esta relacién se ha demostrado

en modelos animales.

De las pocas evidencias relativas a que la PT genera la leucocitosis y los sintomas
respiratorios de la tosferina en humanos, se encuentra en un estudio con voluntarios

infectados con cepas de PT purificado candidatas para utilizarse en vacunas contra la



tosferina. A un grupo de voluntarios se les infecté por via intranasal, y presentaron un
cuadro clinico con muy pocos sintomas respiratorios, no mayores a los presentados en
el grupo de voluntarios administrados con placebo, lo que refuerza la idea de que la
actividad enzimatica de la PT contribuye a los sintomas respiratorios de la tosferina
(Carbonetti 2015).

Simultaneamente a la linfocitosis, la B. pertussis también afecta 6rganos linfaticos. Se
documentd de una defuncion de un bebé infectado por B. pertussis, la presencia de
agotamiento cortical avanzado en el timo, agotamiento grave de linfocitos en ganglios

linfaticos y agotamiento avanzado de la pulpa blanca en el bazo (Scanlon et al. 2019).

En lo que toca al mecanismo de la PT para generar la hipertension pulmonar, aun se
sabe poco al respecto. Se han probado modelos de ratones infectados con cepas de B.
pertussis con PT, los cuales presentaban esta complicacién, mientras que, en el grupo
de ratones infectados con cepas deficientes a PT, no hubo desarrollo de hipertension

pulmonar. Asimismo, la PT también se mostr6 asociada a la aparicion de leucocitosis.

En otro estudio sobre la patologia de la tosferina, también se identificO trombos
leucocitarios en pequefios vasos sanguineos pulmonares, generando la hipétesis de que
la oclusién vascular por los leucocitos, aumenta la presién arterial pulmonar y, por ende,

provoca la hipertension pulmonar (Scanlon et al. 2019).

Otra hipotesis es que la PT inhibe la sefializacion de receptores de angiotensina Il (AT2).
Estos receptores se expresan en mayor cantidad en tejido fetal, incluyen la aorta. Al estar
en mayor cantidad en recién nacidos, los hace propensos a desarrollar hipertension
pulmonar generada por esta inhibicion de la sefalizacion de la PT. Normalmente los AT2
limitan la proliferaciéon excesiva del musculo liso vascular y, al ser interrumpida su
sefalizacion, se desencadena el engrosamiento arterial y la vasoconstriccion,

contribuyendo a la generacion de la hipertension pulmonar (Scanlon et al. 2019).

En cuanto a las patologias cerebrales, las cuales pueden ser convulsiones,
encefalopatias y hemorragia, se piensa que son resultado de la anoxia de los episodios
cianoticos. Pero también se ha descrito en estudios in vitro que la PT, en la diseminacion

sistémica, permeabiliza las células microvasculares, aumentando la transmigracién de



macrofagos y monocitos a través de la capa endotelial microvascular del cerebro. Esto
altera la funcion de la barrera hematoencefélica, generando las patologias cerebrales
citadas (Scanlon et al. 2019).

Estudios sobre anticuerpos monoclonales humanizados contra PT, han mostrado efectos
beneficiosos en modelos de ratones y babuinos, limitando la leucocitosis y mortalidad por
esta causa. Hay trabajos méas recientes donde se ha desarrollado una version
humanizada de anticuerpos monoclonales anti-PT, pero en adultos y llevada hasta fase
clinica I, por lo que se requieren estudios completos en humanos. Se espera que, una
vez utilizados los anticuerpos monoclonales en la clinica, se generaran ventajas para la
prevencion de complicaciones en el desarrollo de la enfermedad por la infeccion de B.
pertussis, ya que se auguran, segun los trabajos realizados hasta ahora, resultados
positivos (Scanlon et al. 2019). Un ejemplo de esto se esta dando en Dinamarca, donde
se ha implementado una vacuna monocomponente de PT, lo que ha mantenido bajo
control a la tosferina por 15 afios, con tasas minimas de 10 casos por cada 100,000

habitantes (Thierry Carstensen et al. 2013).

Para la eliminacion de B. pertussis se necesita una serie de respuestas inflamatorias,
como la activacion de neutréfilos, macrofagos, linfocitos T cooperadores productores de
IFNv e IL-17, células plasmaticas que secreten anticuerpos IgG, IgA y células T de
memoria. Para que el organismo humano regrese a la homeostasis, después de estas
respuestas inflamatorias, participan los linfocitos T reguladores, generando una actividad
benéfica al huésped (Scanlon et al. 2019). En modelo de ratones con dosis de PT
purificado, se demostr0 una supresion en el nimero y funcion de estas células
reguladoras, lo cual evidencia uno de los mecanismos por los que la PT inhibe la

resolucién de la infeccion por B. pertussis (Sapian Lopez et al. 1992).

Debido a esto y otros efectos, la PT se considera el principal factor de virulencia (Melvin
et al. 2014).

Caracteristicas clinicas de la enfermedad
Las manifestaciones clinicas de la tosferina dependen de la inmunidad natural y
adquirida, edad de la persona y virulencia de B. pertussis, entre otros factores. En nifios

pequefios puede presentarse desde una enfermedad trivial, hasta una grave que resulte



en la muerte (Cherry 2016). La evolucion clinica de la enfermedad tiene una duracion
clasica de 6-12 semanas, o0 mas (Mattoo and Cherry 2005) y se divide, tradicionalmente,
en tres etapas sucesivas conforme se desarrolla la enfermedad: catarral, paroxistica y de
convalecencia (CDC 2017), estas etapas se resumen en el cuadro 4 de anexos y, se

describen a continuacion:

La fase catarral se manifiesta con sintomas parecidos a un resfriado comun con fiebre
baja, estornudos, tos ocasional, rinorrea, lagrimeo, y es parte del periodo de contagio.

Generalmente dura una a dos semanas (CDC 2017).

La fase paroxistica se caracteriza por episodios de tos violenta y repetida, paroxismos —
espasmos- de predominio nocturno (15 a 20 accesos de tos por dia), seguida de sibilancia
o el sonido inspiratorio conocido como “gallo inspiratorio”, que algunas veces puede ser
acompafada de vémitos, expulsion de mucosidad bronquial gruesa y clara, asi como
pérdida del conocimiento o convulsiones por agotamiento respiratorio (Suarez Moreno
and Hernandez Diaz 2000). La duracién de esta fase es de aproximadamente de cuatro
a ocho semanas. Por lo general no hay fiebre, a menos que aparezcan complicaciones.
En esta fase, los nifios que presentan complicaciones como cianosis, por la tos
paroxistica severa, y apnea, requieren hospitalizacion inmediata, ya que es comun que
necesiten ventilacion mecanica asistida. Estas complicaciones se observan con mayor
frecuencia en niflos menores de un afio, en los que puede ser incluso mortal (Melvin et
al. 2014). Aproximadamente un tercio de los nifios menores de 6 meses con tosferina
requieren de hospitalizacion. Los adolescentes y adultos pueden presentar

manifestaciones atipicas con tos persistente, pero sin sibilancias (Kilgore et al. 2016).

Diversos estudios han demostrado y fundamentado la elevada concentracion de
leucocitos y linfocitos en sangre como predictores de casos posibles de tosferina
(Carbonetti 2015). En el caso de la linfocitosis se considera predictor cuando hay una
concentraciéon mayor o igual a 50% de linfocitos en sangre y, en el caso de leucocitos,
una concentracion = 20,000/ ul (Cherry 2016). También se considera el conteo total de

linfocitos en sangre con una concentracion = 11.5 x102 / pl (Vieira Bellettini et al. 2014)

En formas graves, al diseminarse la bacteria a los pulmones, se presentan

complicaciones como bronquiolitis necrotizante, hemorragia intraalveolar y edema



fibrinoso. Se produce una leucocitosis extrema con predominio de linfocitosis, generada
por la PT (Carbonetti 2016), correlacionandose con hipertension pulmonar intratable, ya
que al infiltrarse los leucocitos en gran proporcion hacia la vasculatura pulmonar,
aumenta la resistencia del paso de la sangre a los pulmones (Kilgore et al. 2016),
pudiendo producir insuficiencia respiratoria y la muerte, principalmente en lactantes

menores de un afio (Melvin et al. 2014).

Un factor de riesgo para el desarrollo de complicaciones, es la disminucion de la
saturacion de oxigeno (Villalobos Pinto et al. 2012). Otros estudios han descrito factores
de riesgo para la tosferina grave o la muerte por esta causa, a: la leucocitosis =2 46,000/
ul; si el nifio tuvo un peso menor a 2.821 kg al nacer e hipertensiéon pulmonar (Cherry
2016). Otro estudio reporta como principal factor de gravedad en la tosferina a la
leucocitosis = 30,000/ ul, recomendando la vigilancia de frecuencias respiratorias
mayores a 70/min y frecuencias cardiacas mayores a 170/min, considerandolas, junto

con la leucocitosis, predictores de tosferina grave (Murray et al. 2013).

Por su parte, la fase de Convalecencia inicia después de 4-6 semanas de haber
comenzado la enfermedad; los sintomas descritos anteriormente van remitiendo en
semanas o0 meses; puede haber manifestacion de tos al dar paso a infecciones virales o
de otras bacterias, pero en lo que se refiere a la tosferina, los enfermos no son

contagiosos en esta fase (Dotres Martinez et al. 2012).

Diagnostico por laboratorio

El cultivo microbiolégico era considerado el método de diagndstico estandar para el
aislamiento de Bordetella sp. a partir de exudados nasofaringeos, en tanto que la
identificacion a nivel de especie se realiza con pruebas bioquimicas (cuadro 5 de anexos)
e identificacion de genes o regiones especificas de cada especie. Los medios de cultivo
utilizados son el Agar Bordet-Gengou y el Regan Lowe o Agar Carbén afiadiendo sangre

de carnero desfibrinada estéril y el antibiético cefalexina.

En el agar Bordet Gengou, las colonias de B. pertussis pueden observarse como blancas,
aperladas, convexas, pequefias, circulares. En el agar Regan-Lowe o agar carbén, se



observan de color gris como gotas de mercurio, brillantes, circulares, convexas,
pequefias (BD 2003).

Estos medios de cultivo con sangre de carnero también son utilizados para cultivar la
bacteria Haemophilus Influenzae, asi como el desarrollo de otros microorganismos parte

de la flora de la nasofaringe (BD 2009)

El fundamento del medio de cultivo agar carbén es el uso de carbon activado y el almidén,
componentes que neutralizan sustancias toxicas que puedan encontrarse en la muestra
e inhiban el desarrollo de B. pertussis, tal como es el caso de los acidos grasos. La
infusion de cerebro-corazén (BHI) y peptona proporcionan nitrdgeno y aminoacidos. El
extracto de levadura proporciona vitaminas, y el cloruro de sodio mantiene el equilibrio
osmotico de la bacteria. La sangre de carnero desfibrinada aporta nutrientes para el
desarrollo de B. pertussis. El agar nutritivo es el solidificante para el medio de cultivo
(Becton Dickinson 2009).

Para diferenciar la especie de Bordetella como primera fase, se utilizan los tiempos de

crecimiento, para posteriormente confirmar con las pruebas bioquimicas (INDRE 2015).

El agar Bordet Gengou se ha utilizado desde 1940. Tiene una sensibilidad de hasta el
60% para la recuperacion y confirmacion de la bacteria (InDRE 2015) con una
especificidad para Bordetella del 100% (Ojeda Gonzéalez 2017).

El aislamiento de Bordetella sp. solo es eficaz si la muestra se toma cuando el paciente
se encuentra en la fase catarral y hasta dos semanas de la fase paroxistica, ya que por
el ciclo de vida de la bacteria, irA disminuyendo la carga bacteriana con el paso del
tiempo, por lo que después de este tiempo, es poco probable poder aislar a B. pertussis
(INDRE 2015). Otro inconveniente técnico para el diagndstico por cultivo, es la inhibicion
del crecimiento microbiano por el tratamiento con antibiéticos, por lo que es importante
tratar de recolectar las muestras nasofaringeas antes de la toma de antibibticos
macrolidos o cefalosporinas, y seguir la metodologia establecida para la conservacion y

manejo de las muestras (INDRE 2015)

Debido a la alta variacion de la sensibilidad de los medios de cultivo, se desarroll6 una

prueba molecular para la deteccion de B. pertussis, asi como de otras especies dentro



del género. Este andlisis es la PCR, que detecta regiones del genoma de la B. pertussis,
como la codificadora de la PT, una region upstream del gen porina, 1S481 y la region
codificadora para la toxina AC. Es una prueba mas rapida que el cultivo y mas sensible,
no necesita a la bacteria viva para su deteccion, pudiendo realizarse después de la toma
de antibidticos, y hasta cuatro semanas después del inicio de la fase paroxistica (INDRE
2015).

El beneficio de esta técnica molecular se ha demostrado en varias investigaciones. En
un estudio realizado en San Luis Potosi (Ochoa Perez et al. 2014), se revisaron 147 casos
probables de B. pertussis de residentes reportados al Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica del estado, y analizados en el Laboratorio Estatal de Salud Publica
(LESP) de San Luis Potosi, en el periodo diciembre 2011- noviembre 2012, utilizando la
técnica PCR-TR, encontraron 59 casos positivos de B. pertussis con una incidencia de
2.3 por cada 100,000 habitantes. En otro estudio (Aquino Andrade et al. 2017), utilizando
la misma técnica molecular, en pacientes sospechosos a tosferina de hospitales de la
Ciudad de México y otros seis centros de la republica mexicana, se obtuvo el 67.1% de

casos positivos de una muestra de 286 pacientes menores de un afo.

En un estudio realizado por el Departamento de Pediatria de la Universidad de Turku,
Finlandia, se analiz6 la rapidez con que B. pertussis desaparece de las muestras de la
nasofaringe al implementar antibioticos, en este caso eritromicina. Al comparar el cultivo
y PCR como método de diagndstico, se encontrd lo siguiente: 1) De 85 muestras de
lactantes no vacunados con sospecha a tosferina, el 56% era positivo a B. pertussis por
cultivo y el 89% por PCR. 2) Para el séptimo dia, 0% fueron positivas por cultivo y el 56%
por PCR. Como puede observarse, este estudio evidencié la especificidad y mayor
sensibilidad del diagndstico por PCR, comparado con el cultivo, aun cuando ya se hubiera

empezado la toma de antibiéticos (Edeleman et al. 1996).

Asimismo, en varios paises —incluido México—, se utiliza la prueba diagnéstica de PCR-
TR Multiplex (INDRE 2015) que estéa disefiada para detectar la presencia de B. pertussis,
B. parapertussis y B. holmesii, ya que se utilizan las secuencias de insercion: 1S481,
presente en B. pertussis (desde 50-238 copias) y en B. holmesii (3-5 copias por genoma);

la hiIS1001, presente en B. holmesii (3-5 copias); y pIS1001, presente en B. parapertussis



(20-23 copias), util en la identificacion de diferentes especies de Bordetella (Tatti et al.
2011).

Estos estudios descritos previamente nos manifiestan el impacto positivo del diagnéstico
molecular en cuanto al tiempo y mayor eficacia diagnéstica en la busqueda y confirmacion
de casos, para asi lograr una mejor comprension en la epidemiologia de la tosferina en
el pais. De igual modo, la presencia de casos confirmados demuestra la necesidad de
concientizacion sobre la enfermedad que aun esta presente. Una de las desventajas del
diagndstico molecular es que los reactivos y los equipos usados tienen un alto costo
(Tozzi et al. 2005).

La sensibilidad de la PCR-TR Multiplex depende de la correcta alineaciéon de los
cebadores a la regiobn gendmica (van der Zee et al. 2015). Asi mismo, el método de
extraccién del ADN gendmico influye en el andlisis molecular. Se ha reportado que la
extraccion de ADN con kit comerciales, repercute en la mejor eficiencia de ejecucion de
la PCR, debido a que los reactivos estan estandarizados (concentracién, cantidad,
calidad) y existen menores posibilidades de contaminacion e inhibicion de la PCR. Debido
al costo elevado del kit, muchos laboratorios emplean algin método de extraccion manual
(por ejemplo, fenol/cloroformo), pero reducen la sensibilidad de deteccion de la PCR,

pudiendo dar falsos negativos (van der Zee et al. 2015).

La serologia también se ha usado para diagnosticar la infeccion por B. pertussis, a partir
de la busqueda de antigenos de la bacteria en el suero de la sangre del paciente,
sirviendo de diagndstico hasta 12 semanas después del inicio de los sintomas, en el
tiempo en que el cultivo y la PCR pueden ya no ser positivos (Beltran Silva et al. 2011).
Al ser utilizado para estadios tardios de la enfermedad, no se considera como diagndstico
de elecciéon, ya que lo que se requiere, por el desarrollo de la enfermedad, es un
diagnéstico temprano para prevenir las complicaciones. Se ha documentado que los
estudios serolégicos para diagndéstico de tosferina, presentan reactividad cruzada con
otras bacterias, por lo que son menos sensibles y de especificidad variable (Cano Rangel
et al. 2012).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado y fundamentado la presencia de

leucocitosis o linfocitosis en sangre como predictores de casos probables de tosferina.



En un estudio efectuado en Brasil con pacientes menores de 6 meses de edad, se
documentaron estas dos caracteristicas, junto con la cianosis, como predictores clinicos
de tosferina. En el caso de la linfocitosis, se considera predictor cuando hay una
concentracion = 11.5 x10° /ul y, en el caso de los leucocitos, una concentracion 2
21,600/ul (Vieira Bellettini et al. 2014). También el conteo de linfocitos como porcentaje

en sangre = 50% es considerado un predictor de tosferina (Cherry 2016).

En el caso de México, aproximadamente el 20% de los casos de sindrome coqueluchoide

de todas las edades, son diagnosticados como tosferina (Ojeda Gonzélez 2017).

En México, la tosferina es de notificacion inmediata mediante el SINAVE para las
enfermedades inmunoprevalentes. Entre estas notificaciones se encuentra el sindrome
coqueluchoide. Este sistema se encarga de “la recoleccion sistemética, continua,
oportuna y confiable de informacién para la identificacibn de casos de tosferina en
México, caracterizar la situacion epidemioldgica, evaluar la calidad del sistema de
vigilancia epidemioldgica y difundir la informacion epidemioldgica de calidad para aportar
veracidad y beneficios en la toma de decisiones” (SSA 2018).

Asi también, este sistema promueve la sensibilizacién del diagndstico sintomético para
descubrir casos de tosferina que puedan confundirse con otros padecimientos, tales
como: bronquiolitis, bronquitis, neumonia, bronconeumonia y laringotraqueitis, entre
otras enfermedades, al establecer definiciones operativas de casos probables de
tosferina, caso de tosferina clinica, caso confirmado de tosferina, caso sospechoso de
tosferina, caso de tosferina atipico (INDRE 2015) y sindrome coqueluchoide (SSA 2018).
En este contexto, en nuestro pais es el INDRE el que, con fines de vigilancia
epidemioldgica, define operacionalmente a la tosferina y sindrome coqueluchoide (INDRE
2015):

Caso probable de tosferina: “persona de cualquier edad, con tos de 14 o mas dias de
evoluciéon y dos o mas de las siguientes caracteristicas; tos paroxistica, en accesos,
espasmodica o estridor laringeo inspiratorio y uno o mas de los siguientes datos; tos
cianosante, hemorragia (conjuntival, petequias, epistaxis), leucocitos con predominio de
linfocitos; o historia de contacto con casos similares en las ultimas dos a cuatro semanas

previas al inicio del padecimiento”.



En esta definicion se incluyen a los menores de seis meses que pueden manifestar sélo

episodios de apnea o cianosis con tos o sin tos (Vieira Bellettini et al. 2014).

Caso de tosferina clinica: “todo caso con datos clinicos caracteristicos y que no cuente

con muestra, independientemente de sus contactos”.

Caso confirmado de tosferina: “todo caso que tenga aislamiento de Bordetella pertussis
por cultivo o PCR en el caso per se o cualquiera de sus contactos, convivientes o

personas con asociacion epidemioldgica’.

Caso sospechoso de tosferina: “persona de cualquier edad con tos, sin importar los dias
de duracién y con asociacion con otros casos probables o confirmados. Esta definicion
se utiliza para la busqueda activa de casos adicionales ante la presencia de casos

probables, confirmados o atipicos, portadores, defunciones y en brotes”.

Caso de tosferina atipico: “todo caso sospechoso que tengan aislamiento de Bordetella

pertussis”.

Portador asintomatico de Bordetella pertussis: “toda persona sin signos o sintomas de
enfermedad respiratoria a quien se tomd muestras por tener asociacion epidemioldgica
con un caso probable o confirmado y cuyos resultados de cultivo o PCR son positivos a

Bordetella pertussis”

Caso de Sindrome Coqueluchoide: “Todo caso con tos paroxistica o en accesos, sin
importar la duracién”. En menores de un afio se presenta cianosis, apnea, vomito con o
sin tos (SSA 2018).

Tratamiento

El tratamiento para combatir la tosferina consiste en antibidticos de la clase de los
macrélidos. Los macrdlidos inhiben la sintesis proteica de la bacteria mediante su anillo
lactonico macrociclico y azucares, los cuales se unen a la subunidad 50s y 70s de los

ribosomas de la bacteria (Ortega Guillén 2010).

Los macrdlidos recomendados son la eritromicina, claritromicina y azitromicina durante
14 dias, administrados en el periodo de incubacion o al principio de la etapa catarral. Al

administrarse en la fase paroxistica no modifica la evolucién clinica, pero si puede



eliminar la poblacion bacteriana de la nasofaringe, con lo que se reduce la transmision
(WHO 2015). Es por esto la importancia de un diagnéstico temprano para prevenir las
posibles complicaciones de la tosferina que se presentan con mayor frecuencia en nifios

y ninas menores de un afo.

JUSTIFICACION

La reemergencia de brotes de tosferina que se han reportado en varias partes del mundo
y en algunos estados del pais como Baja California, Nuevo Ledn, Oaxaca, Guerrero y
Chiapas (Brefia Cantu et al. 2018), constituye un problema de salud publica global para

el control de la enfermedad (Hernandez Porras and Gonzéalez Saldafia 2014).

Dicho resurgimiento se le ha atribuido, como uno de los principales factores, a la
disminucién de la inmunidad proporcionada por la vacuna acelular (Wood and Mclintyre
2008). Algunos estudios lo han reportado, como el de Ojeda Gonzélez 2017, en el que
muestra el aumento en el nimero de casos a partir de la implementacion de la VA,
generando la hipétesis de una relacién entre el aumento de nUmero de casos de tosferina

y el tipo de vacuna acelular utilizado en México (Ojeda Gonzalez 2017).

Otros factores asociados a la reemergencia, han sido: la corta inmunidad inducida por la
infeccién natural por B. pertussis, el incompleto esquema de vacunaciéon y la propia
evolucion de B. pertussis (Wood and Mcintyre 2008), ademas de la disposicion de

métodos de diagndstico mas sensibles.

En México, en el 2013, la tasa de mortalidad por tosferina en menores de un afio fue de
2.4 por cada 100,000 nacimientos estimados, siendo una de las diez primeras causas de
defunciones en este mismo grupo de edad (SINAVE 2016). El Boletin Epidemioldgico
para el afio 2018 reporté en México 656 casos (distribuidos en todos los grupos de edad),
mientras que el afio anterior 2017 se reportaron 517 casos (SINAVE 2018), y en el 2019,
suman 791 (SINAVE 2019).

En el caso de Chiapas (Grafica 2 de anexos), en el afio 2015 se reportaron 68 casos
(SINAVE 2015), en el 2016, 87, en el 2017, 26 (SINAVE 2017), en el 2018, 23y, el afio
2019, suman 39 casos en todos los grupos de edad (SINAVE 2019). Como puede



observarse, el numero de casos reportados para 2017 y 2018 fue muy bajo y discrepa
significativamente a los reportados en 2015 y 2016. Una posible explicacion de esta
discordancia de datos, es la falta de presupuesto en el sector salud a nivel nacional, y
especialmente en el estado de Chiapas, lo que ha generado una importante ineficiencia
en el diagnéstico de la tosferina, ya que al no haber recursos, se inhabilita el acceso al
material requerido para su diagnéstico, generando con esto un subregistro de casos en
la region (CONEVAL 2018).

La region de los Altos de Chiapas se caracteriza por sus altos niveles de marginacion
social y econémica (CONEVAL 2015), factores que contribuyen en la aparicion y
prevalencia de enfermedades infecciosas y prevenibles como la tosferina, tuberculosis y
virus del papiloma humano, entre otras enfermedades. El reporte de brotes de tosferina
en distintos municipios del estado de Chiapas y en diferentes afios (San Juan Cancuc,
2007; y San Lucas, 2014) (Notimex 2015) indica que la situacion epidemioldgica de la

enfermedad esta presente hoy como un problema de salud a resolver.

En este sentido, esta ampliamente documentado el impacto que tienen las condiciones
politicas, econémicas y sociales (los denominados “determinantes sociales de la salud”,
DSS) en el nivel de salud de la poblacion. Chiapas es uno de los estados con mayor
pobreza, desigualdad y exclusion social del pais, por lo que no es de extrafiar que sea
uno de los estados con los menores niveles de salud (SSA, CONBIOETICA 2015).

Estos DSS, como la educacion, desempleo, condiciones de vida y de trabajo, vivienda,
saneamiento de agua, exclusién y apoyo social, alimentos, transportes y los servicios de
atencion de salud —la gran mayoria en muy malas condiciones en la region de estudio-
(WHO 2009), condicionan la alta vulnerabilidad de la poblacion a enfermedades

asociadas precisamente a dichos determinantes.

Con el desarrollo de este proyecto se contribuye al conocimiento de la epidemiologia de
la tosferina y de las otras caracteristicas clinicas de la enfermedad en nifios menores de
cinco afos que han sido admitidos en el Hospital de Las Culturas de SCLC para aportar

beneficios en el diagndstico, y mejorar la prevencion y el control de la enfermedad.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

1.- ¢Cual es la tasa positividad de infeccidbn a B. pertussis en nifios admitidos con
sindrome coqueluchoide, al area de urgencias de pediatria del Hospital de Las Culturas

de San Cristobal de Las Casas?

2.- ¢, Qué caracteristicas clinicas y epidemiologicas estan asociadas a la presencia de B.

pertussis en la poblacion estudiada?

HIPOTESIS
1.- La tasa de positividad de infeccion esperada, segun datos epidemiolégicos de casos
de tosferina en México (Ojeda Gonzalez 2017) es del 20% del total de casos de sindrome

coqueluchoide del total de casos incluidos en el estudio.

2.- La positividad de infeccidén a B. pertussis, entre los pacientes menores de cinco afios
de edad estudiados, se asocia a antecedentes de vacunacién (incompleta o nula),
dificultad respiratoria, baja saturacion de Oz, leucocitosis y linfocitosis, asi como dias de

inicio de la aparicién de sintomatologia respiratoria.

OBJETIVOS

Objetivo General:
Determinar la tasa de positividad a B. pertussis y los factores clinicos y epidemiolégicos

asociados a dicha positividad

Objetivo especifico:
- Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas en menores de cinco afos del
Hospital de las Culturas de San Cristébal de Las Casas asociadas a la presencia de B.

pertussis



METODOLOGIA

El estudio efectuado fue de corte transversal, en un censo de pacientes menores de cinco
afos de edad que fueron admitidos en el servicio de Urgencias del area pediatrica del
Hospital de las Culturas de SCLC, para ser internados o por consulta, durante el periodo
del 1 de marzo al 25 de octubre de 2019. Esta temporalidad se eligié a partir de los
siguientes criterios: 1. El registro del nimero de consultas del &rea de urgencias
pediatricas del Hospital de las Culturas, en lo que se refiere a pacientes reportados como
casos de sindrome coqueluchoide durante todo el afio; 2. La variacion estacional de la
enfermedad. Si bien hay algunos estudios que reportan un mayor nimero de casos en
invierno y verano (Ojeda Gonzéalez 2017), otros estudios reportan que se han presentado
mayor numero de casos en las estaciones de primavera y verano (Suarez Moreno and
Hernandez Diaz 2000), lo cual se ajustaba mas a los tiempos dados para la elaboracién
de la tesis de grado en Ecosur, ya que se pudo cubrir estas dos ultimas estaciones del
afio durante la fase de trabajo de campo; y, 3. Los recursos y tiempo disponible para la
ejecucion del estudio.

Lugar y poblacién de estudio
Hospital de Las Culturas de SCLC, institucidon que opera como centro de referencia para
los casos sospechosos de tosferina y/o sindrome coqueluchoide de menores de cinco

afos en la region de los Altos de Chiapas.

Criterios de inclusion

Se incluyeron nifias y nifios menores de cinco afios que ingresaron para ser internados o
por consulta al area de urgencias de pediatria del Hospital de las Culturas de SCLC que
presentaban sintomatologia y signos altamente sugestivos de sindrome coqueluchoide

y/o casos probables de tosferina, siguiendo las definiciones operacionales del INDRE.

Criterios de exclusién
Personas mayores de cinco afios que ingresaron al area de urgencias de pediatria del
Hospital de las Culturas de SCLC, asi como a las y los nifios cuyos padres no quisieron
participar en el estudio.



Procedimiento de recoleccion de datos

Al padre o tutor de las y los nifios incluidos en el estudio, se les aplicé una encuesta, en
la que se recopild la siguiente informacion relativa a sus hijos/as incluidos/as en el
estudio: (i) antecedentes epidemioldgicos (esquema de vacunacion, edad, sexo, etnia,
comunidad y municipio de residencia); v, (ii) datos clinicos compatibles con tosferina. De
manera adicional, se reviso el expediente clinico de cada nifio/a estudiado, del que se
tomaron los siguientes datos: complicaciones clinicas, datos antropométricos, citometria
hematica, antecedentes de vacunacion. La recopilacién del tipo de datos clinicos y
epidemiolégicos incluidos en el estudio, se determind con base a la literatura consultada
(Kilgore et al. 2016) que describe los sintomas y complicaciones mas comunes en nifios

diagnosticados con tosferina (INDRE 2015).

Asimismo, a los padres o tutores se les solicitd permiso para tomarle dos muestras de
exudados nasofaringeas al nifio/a, con el fin de realizar un analisis microbiolégico para el
aislamiento de B. pertussis y un andlisis molecular por medio de PCR-TR. Las encuestas
y la toma de muestras se realizaron en el Hospital de Las Culturas, y el andlisis
microbioldgico en el Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH).

De manera adicional, se recabd informacion del expediente clinico de las y los niflos
estudiados, del que se tomaron los resultados de la citometria hematica, peso, talla,
frecuencia respiratoria y saturaciéon de oxigeno (Carbonetti 2016) que, de manera
rutinaria, se realizan en el hospital a los ingresados al area de urgencias que requieren

hospitalizacion.

Toma de muestra de Exudado Nasofaringeo (ExNf)

1.- Se rotularon los crioviales con la etiqueta correspondiente; se verificé que el paciente
no tuviera obstruccién nasal —como el tabique desviado que no permitiera la correcta
toma de muestra, de lo cual no se presentd caso alguno de este tipo- y se le pidi6 al padre
o tutor del nifio/a que limpiara la nariz de su hijo/a con un pafiuelo para remover el exceso

de moco en la cavidad nasal.

2.- Para la recolecta de la muestra se utilizé un hisopo de rayon de mango flexible, marca

COPAN, flocket technologies, numero de catalogo 503CSO01, el cual consta de dos



partes: la cabeza con material de rayon con el que se extrae y se colecta la muestra, y
un mango flexible para sostenerlo. Para la colecta de muestra, se introdujo la cabeza del
hisopo en una fosa nasal, haciéndolo rotar por lo menos 10 segundos, tiempo necesario
para extraer una muestra aceptable. Una vez hecho esto, se retird el hisopo de la fosa
nasal, y la cabeza del hisopo se transfirié a un criovial, el cual contenia 2 ml de solucion
salina estéril al 0.85%. El excedente del mango del hisopo se corté y deposité en una
bolsa de residuos de RPBI. El criovial fue cerrado y preservado. Esta accion se repitié en
la otra fosa nasal; de esta manera se obtuvieron dos muestras, un espécimen sirvié para
el diagndstico microbioldgico, y el otro para el molecular. Se colocé un Diurex sobre la
etiqueta del criovial, para prevenir que se borrara la etiqueta, y se envolvié en parafilm

para su embalaje correcto y prevenir accidentes en el traslado al laboratorio.

3.- Uno de los viales se mantuvo a una temperatura de 4 a 8°C, sin exceder las 24 horas
en preservacion, para el posterior cultivo en placas de agar carbon, y el otro vial se

conservo a -70°C hasta su posterior analisis molecular.

Las tomas de muestras fueron realizadas por personal capacitado y bajo medidas de
bioseguridad, en un espacio ventilado, utilizando los elementos de protecciéon personal

necesarios (bata, gafas, cubrebocas, zapatos cerrados y guantes de latex).

Diagnostico microbiolégico

El diagnéstico para tosferina se realiz6 mediante el método de cultivo, el cual busca el
aislamiento de la bacteria B. pertussis a partir de la muestra de exudado nasofaringeo.
El periodo de la enfermedad para la toma de muestra es en la fase catarral y hasta dos

semanas del inicio de la fase paroxistica.
Cultivo

El procedimiento para la realizacion de cultivos se efectud de acuerdo a los lineamientos
establecidos por el INDRE, institucidbn encargada en México de normar este tipo de
procedimientos (INDRE 2015)

1.- Los cultivos se realizaron en el Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la
UNICACH. Primeramente, se rotularon las placas con numero de folio y fecha,

coincidiendo con la muestra que seria sembrada.



2.- Se retird el hisopo del medio de transporte con solucion salina al 0.85% y se sembro
en dos placas de medio con agar carbon conteniendo sangre de carnero desfibrinada al
5%: una placa con y otra sin solucion de cefalexina a una concentracion de 0.04 mg/mli
de cefalexina como agente selectivo para suprimir parcialmente el crecimiento de la flora

normal de las vias respiratorias (BD 2009).

3.- Las placas fueron selladas con parafilm y se colocaron en bolsas de plastico, para su
posterior incubacion a una temperatura de entre 35 y 37°C con alto grado de humedad
en un periodo maximo de 10 dias y con revision diaria, reportando en la bitacora si habia
presencia o no de colonias caracteristicas a Bordetella spp. Posteriormente se realiz6 la
identificacion fenotipica a los aislamientos con morfologia colonial sospechosa a

Bordetella spp.

El cultivo microbioldgico fue realizado en cabinas de bioseguridad tipo Il, por personal

capacitado y usando los elementos de proteccion personal.

Observacion por tincion de Gram.

Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo a las recomendaciones del INDRE (2015),

para la identificacion de B. pertussis, la cual se describe a continuacion:

1.- En los casos en que hubo aislamiento de colonias presuntivas a B. pertussis, se
procedié a hacer el frotis correspondiente de la masa microbiana de una colonia del
aislamiento de B. pertussis, fijando con calor y, posteriormente, se realizé la tincién de

Gram.

Tincién de Gram: De acuerdo con la metodologia recomendada por Lépez Jacome et al.
2014, para realizar esta tincion, se coloco el colorante cristal violeta por 1 minuto para
tefir las bacterias Gram positivas; se lavé con agua destilada y, posteriormente, se afiadio
yodo como mordiente por 1 minuto; nuevamente se lavé con agua destilada. Como tercer
paso se coloco alcohol-acetona por 1 minuto para destefiir toda bacteria que no fuese
Gram positiva, se lavé y, por ultimo, se agregoé el colorante de contraste safranina por 1
minuto para tefiir las bacterias Gram negativas, lavando con agua destilada y su posterior

secado.



2.- La bacteria B. pertussis es un cocobacilo Gram negativo, es decir, que se tifie de color
rosa tenue (100X con aceite de inmersion). En los casos en que se obtuvo este resultado
se resembraron colonias de dicho cultivo en placas de agar carbon sin cefalexina
(segundo aislamiento) para utilizarlas en las pruebas bioquimicas y otra resiembra para

su conservacion en caldo BHI (tercer aislamiento).

Identificacidn bioquimica de la especie Bordetella.

A las colonias sospechosas a Bordetella, se les realizé la tincién de Gram y la prueba de
catalasa utilizando peroxido de hidrégeno, observando la reaccion con una alicuota de

colonias bacterianas de los cultivos positivos (INDRE 2015).

Confirmacion e identificacion de la especie bacteriana por espectrofotometria de
masas (MALDI-TOF)

Las colonias aisladas de B. pertussis se identificaron por espectrofotometria de masas
MALDI TOF (MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption /
lonization y TOF por el detector de iones acoplado, por sus siglas en inglés de Time-Of-
Flight).

Para el analisis de las cepas, se aplicé una colonia bacteriana usando palillos de dientes
estériles en una placa de acero inoxidable de 96 puntos (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania). Después del secado de la colonia, se afadid 1 pl de acido férmico al 70%
directamente sobre la mancha bacteriana seca y se dejé secar al aire una vez mas antes
de agregar 1 ul de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico 10 mg / ml (Sigma Aldrich,
Missouri, United Estados). La placa objetivo fue analizada por el sistema Bruker Microflex
LT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). El analisis se llevo a cabo en el Laboratorio de
Diagnostico Microbiolégico de Alta Especialidad (LADIME) del Hospital Universitario Dr.

José Eleuterio Gonzalez de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

Diagnostico molecular

El diagnostico molecular se efectu6 en el LADIME del Hospital Universitario Dr. José

Eleuterio Gonzéalez de la UANL en el mes de septiembre de 20109.



Las muestras obtenidas hasta el 30 de agosto en el Hospital de Las Culturas para PCR,
fueron 31, las cuales se congelaron a -70°C para su conservacion, hasta inicios del mes
de septiembre, fecha en que se pudieron enviar al citado laboratorio. Para el envio se
embalaron las muestras con hielo seco para su preservacion hasta su destino. Las
muestras tomadas después del envio de muestras al laboratorio, es decir, las tomadas
durante septiembre y octubre, fueron ocho, las cuales se dejaron pendientes para su
posterior analisis por PCR, debido a limitaciones de tiempo relacionadas al proceso de

titulaciéon de la maestria en Ecosur.

La extraccion de ADN genomico se realiz6 a partir de un volumen de 200 ul de cada una
de las muestras de EXNf recolectadas, utilizando el método de Fenol-Cloroformo,
siguiendo el Manual de Procedimientos del Laboratorio en el que se efectud la extraccion
de ADN genomico. La técnica se basa en lisar la membrana y pared celular bacteriana,
utilizando soluciones amortiguadoras que contienen detergentes y agentes quelantes,
con el fin de separar las proteinas asociadas al ADN en la extraccién con fenol y SEVAG
(Cloroformo: isoamilacohol). Finalmente se precipitd el ADN en un medio acuoso de

etanol.

El ensayo de PCR-TR multiplex se realiz6 siguiendo la metodologia de Tatti et al. (2011).
Se utilizaron 5 pl de la extraccion de ADN, y 20 pl de mezcla de reaccion. El volumen final
obtenido para cada muestra fue de 25 pl, que se colocaron en uno de los 48 pocillos que
contiene la placa Optica. Se integré un control negativo y un control positivo. La placa
Optica se introdujo al sistema de PCR en tiempo real PIXO & trade de Helixis y se
programo con las siguientes condiciones: 94°C por 2 minutos, 94°C por 15 segundos y
60°C por 1 minuto, esto por 42 ciclos. Para la interpretacién de los resultados se tomaron
como referencia los valores del cuadro 6 incluido en los anexos de este trabajo (Tatti et
al. 2011).

De manera adicional a los objetivos planteados, y en virtud de tener solo cinco casos
confirmados de tosferina por cultivo y PCR, se hicieron andlisis de positividad a B.
pertussis a partir del predictor clinico propuesto por Vieira Bellettini et al (2014), el cual
se basa en dos indicadores: la presencia de leucocitosis = 21.60 x10%/ul y linfocitosis =

11.5/ul en sangre periférica (Vieira Bellettini et al. 2014).



En este sentido, algunos estudios han asociado la mortalidad debido a tosferina cuando
la concentracion de leucocitos es = a 100x103/pl (Pierce et al. 2000) (Surridge et al. 2007).
En otro estudio, efectuado a partir de examenes postmortem de los pulmones de nifios
infectados por B. pertussis y que fallecieron debido a complicaciones, se reveld necrosis
tisular generalizada y trombosis arteriolares pulmonares que contienen un gran namero
de leucocitos (Paddock et al. 2008).

Residuos peligrosos biolégicos infecciosos (RPBI)

Los RPBI generados en la toma del exudado nasofaringeo (como los crioviales con
muestra) y en el diagndstico microbiolégico y molecular (como las placas con cultivo de
B. pertussis y material contaminado) se depositaron en bolsas rojas ad hoc para su
tratamiento de esterilizacion en autoclave y entrega al sistema de recoleccion de RPBI
de la UNICACH y el Laboratorio de Alta Especialidad.

Analisis estadistico de datos

Las variables de estudio descritas en el cuadro 7, que conforman los datos clinicos y
epidemiolégicos obtenidos de la implementacién del cuestionario (anexo 1), fueron
registrados en una base de datos en Excel y, posteriormente codificados para su analisis
estadistico en el programa SPSS versién 25.

Se describié la proporcion de casos positivos por cultivo y PCR, y la proporcion de casos
gue estaban dentro del tiempo de inicio de sintomas idoneo para la toma de muestra en
el diagndstico por cultivo (hasta 4 semanas) y PCR (hasta 6 semanas), recomendado por
los Lineamientos para la Vigilancia Epidemiolégica de Tosferina y Sindrome
Coqueluchoide por Laboratorio (INDRE 2015).

Posteriormente, se determind la proporcion de casos que presentaron el “predictor
clinico”, bajo las siguientes categorias de andlisis: positivo a tosferina, cuando presenté
niveles de leucocitos = 21.6 x103 /pl y linfocitos =11.5 /ul; y, negativo a tosferina, cuando
se obtuvieron niveles menores a estas concentraciones. Se realizé un analisis bivariado
entre dicho predictor y las variables clinicas y epidemioldgicas de interés, utilizando el
test exacto de Fisher, a un nivel de confianza del 95%, con el programa estadistico SPSS,

version 25.



RESULTADOS

De un total de 344 pacientes menores de cinco afios atendidos por cualquier causa en el
area de filtro de Pediatria del Hospital de Las Culturas durante la fase de campo del
proyecto (1 de marzo al 25 de octubre de 2019), 38 presentaron los criterios de inclusion
de edad y sintomas de caso probable de tosferina y/o Sindrome Coqueluchoide, de
acuerdo a las definiciones operacionales del INDRE. De estos, 24 pacientes fueron
internados, y 14 fueron atendidos de manera ambulatoria en el hospital, es decir,
Unicamente recibieron consulta y no fueron hospitalizados. En el Cuadro | se muestran

los principales indicadores epidemioldgicos de los 38 pacientes incluidos en el estudio.

Cuadro . Variables epidemioldgicas del total del grupo

VARIABLE Categorias Proporcion
(%)
RESIDENCIA Urbano 20(51.30)
Rural 18 (46.20)
EDAD AGRUPADA <1 afio 23 (59.00)
<2 afios 8(20.50)
<5afios 7 (17.90)
SEXO Masculino 21 (53.80)
Femenino 17 (43.60)
LENGUA INDIGENA DE LOS PADRES Indigena 27 (69.20)

No indigena 11 (28.20)

INMUNIZACION Completa 8(21.10)
Incompleta 9(23.70)

Sin vacuna 21 (55.3)

TRATAMIENTO PREVIO Si 25 (64.10)
(MACROLIDOS/CEFALOSPORINAS)
No 10 (25.60)

TIPO DE EGRESO Hospitalizado 24 (63.15)

Consulta 14 (36.84)




Diagnostico microbiolégico

De los 38 pacientes estudiados, se realizaron 37 cultivos en agar carbon. El resultado por
cultivo fueron dos muestras positivas confirmadas con tincion Gram, catalasa y MALDI-
TOF como B. pertussis, lo que representa una tasa de positividad de tosferina de 5.4%
(IC 95% = 2.24-13.05). Tomando en cuenta el tiempo idoneo para la toma de muestra en
el diagnéstico por cultivo (INDRE 2015) que es hasta 4 semanas del inicio de sintomas,
fueron 30 casos, dando una tasa de positividad por cultivo de 6.66% (IC 95% 2.81-16.14)
(Tabla lI).

Diagnostico molecular

De las 38 muestras obtenidas de igual nimero de nifios/as, se procesaron 31 por PCR-
TR, y 7, debido a limitaciones de tiempo para entrega de la tesis, no se pudieron
procesarse [estas muestras estan en conservacion a -70°C, y serén enviadas en el mes
de enero al Laboratorio de la UANL, sitio en el que se llevé a cabo el andlisis molecular].
De las 31 muestras procesadas se obtuvieron 5 muestras positivas a B. pertussis, lo que
representa una tasa de positividad de tosferina del 16.12% (IC 95%= 2.42- 29.84). En
estos cinco casos positivos se encuentran las dos muestras positivas por cultivo. De estas
5 muestras positivas por PCR-TR, 4 casos fueron personas hospitalizadas y un caso
atendido en consulta. Analizando la tasa de positividad por PCR-TR, Unicamente
tomando en cuenta el tiempo idoneo para la toma de muestra en el diagndéstico por PCR-
TR —de hasta 6 semanas del inicio de sintomas- (INDRE 2015), n= 29 casos, la tasa de
positividad obtenida por PCR-TR fue de 17.24% (IC 95% 2.62— 31.86) (Tabla II).

Andlisis de la positividad a B. pertussis, de acuerdo al predictor clinico.

De los 38 casos encuestados, en 30 participantes se pudieron obtener datos de
concentracion de leucocitos y linfocitos (24 de nifios/as hospitalizados y 6 que llevaban
sus resultados de un laboratorio particular). En 8 nifios/as no fue posible, debido a que
no se tiene datos de la biometria hematica, ya que el hospital realiza este analisis solo a
los nifios/as que se internan y, estos no se habian realizado la biometria hematica y solo
recibieron consulta en el area de urgencias del hospital. EI nimero de positivos bajo el
indicador de predictor clinico fue de 11 (36.66%, IC 95%= 18.36-54.97). De estos 11, 4



también fueron positivos a B. pertussis tanto por cultivo como por PCR-TR, 5 fueron
negativos a dichas pruebas, y 2 casos estan pendientes de resultado por PCR-TR. Los
11 casos estuvieron dentro del tiempo éptimo para el diagnéstico por cultivo y PCR-TR
(tabla Il).

Tabla Il. Tasa de positividad por Cultivo y PCR-TR en el tiempo 6ptimo

Casos por Tiempo 6ptimo* Casos PCR-TR Tiempo 6ptimo* Predictor
cultivo (%, casos por cultivo (%, 1C95%) casos por PCR- clinico (%,
1C95%) (%, 1C95%) TR (%, 1C95%) 1C95%)
Positivo 2 (5.40; 2.24- 2 (6.66; 2.81- 5(16.12; 2.42- 29.84) 5(17.24; 2.62- 11 (36.66;
13.05). 16.14) 31.86) 18.36-54.97)
Negativo 35 (94.59) 28 (93.33) 26 (83.87) 24(82.75) 19 (63.33)
Total 37 (100.00) 30 (100.00) 31 (100.00) 29 (100.00) 30 (100.00)

Nota: Del total del grupo de estudio (38 pacientes) hay 7 casos en espera de PCR y 1 caso sin cultivo.

*el tiempo idéneo para el cultivo es hasta 4 semanas del inicio de sintomas y, para PCR es hasta 6 semanas (InDRE 2015).

Factores demograficos y epidemioldgicos asociados a la positividad de Tosferina,

segun el indicador “Predictor clinico” (leucocitosis y linfocitosis)®.

Ninguna de las variables analizadas se mostré asociada a la positividad a tosferina,

medida bajo el indicador “predictor clinico” (Tabla Il1):

Edad: En las y los 18 menores de un afio, 8 (44.4%) fueron positivos al predictor clinico;
entre las y los 7 del grupo de 1 a 2 afos, 2 (28.6%) fueron positivos; y, entre los 5 de 2 a
5 afos, solo uno (20.0%) lo fue (p=0.657).

Sexo del nifio: Seis de los 18 varones fueron positivos al predictor (33.3%) vy, 5 de las
12 mujeres lo fueron (41.6%) (p=0.712).

Pertenencia a un grupo indigena (medido a través de si los padres hablaban o no algun

idioma originario de la region). Entre las y los nifios cuyos padres hablaban un idioma

® De ocho de las y los nifios estudiados, no se tuvieron cifras de leucocitos y linfocitos que incluye el “predictor
clinico”, por lo tanto, no se incluyeron en este analisis.



indigena (n=23), 43.47% fueron positivos y, entre los 7 que no lo hablaban, uno lo fue
(14.28%) (p=0.215).

Zona de residencia. La proporcion de positivos al predictor clinico entre las y los
residentes de zona urbana (localidades de 2,500 o mas habitantes) (5/14 = 35.7%), fue
muy similar a las de zona rural (6/16 = 37.5%) (p=1.00).

Haber o no recibido inmunizacion contra la tosferina. En 18 de las y los 30 nifios
estudiados (60%), los padres desconocian si el nifio/a habia o no recibido el esquema de
vacunacion contra la tosferina. De estos 18, la mitad (50%), fueron positivos al predictor
clinico. De los 12 padres que afirmaron que su hijo/a si habia recibido la vacunacion
contra la tosferina, 6 afirmaron que tenian todas las vacunas que le correspondian a la
edad del nifio/a y, 6 sefialaron que el nUmero de vacunas que tenia el nifio/a, no estaba
completo de acuerdo a su edad [Se considerd que un nifio/a tenia su esquema completo
acorde a su edad, siguiendo el esquema de vacuna pentavalente DPaT+VIP+Hib en
México (SSA 2015a) de cuatro dosis a los 2, 4, 6 y 18 meses y un refuerzo de la vacuna
DPT a los 4 afios (SSA 2015b)].

De las y los 6 nifios cuyos padres afirmaron que el nifio/a si tenia el esquema completo,
uno (16.6%) fue positivo. Igual situacion se dio entre las y los 6 nifios cuyos padres
contestaron que el nifio/a no habia recibido el esquema completo de acuerdo a su edad
(p=0.248).

Tratamiento con antibidtico (macrélidos o cefalosporinas) previo a la toma de
muestra. Para operacionalizar esta variable, a los padres de las y los nifios estudiados
se les preguntd si sus hijos/as habian recibido tratamiento antes de acudir al hospital a
consulta. En caso afirmativo, se les pregunté el nombre de los medicamentos para poder
identificar, en su caso, el tipo de antibibticos que les habian dado y, poder clasificarlos de
acuerdo al grupo de interés (macrdlidos y cefalosporinas). En las y los 28 nifios de los
gue se obtuvo informacién a este respecto, se encontré lo siguiente: 23 nifios/as si habian
recibido tratamiento previo, de los que 9 (39.13% IC 95% 17.55- 60.71) fueron positivos
al predictor clinico. Por su parte, entre los 5 que no habian recibido tratamiento, 1 fue

positivo al predictor clinico (20.0%) (p=0.626).



Tabla I11. Variables Epidemioldgicas

Variable = Categoria Total (%) Predictor No Predictor Valor p — Test
n (%) n (%) exacto de Fischer
Edad 0.657
< lafio 18 (60) 8 (44.4) 10 (55.55)
<2 afios 7 (23.33) 2 (28.57) 5(71.42)
<5 afios 5 (16.66) 1 (20) 4 (80)
Sexo 0.712
Hombre 18 (60) 6 (33.33) 12 (66.66)
Mujer 12 (40) 5 (41.66) 7 (58.33)
Lengua indigena de 0.215
los padres
Si 23 (76.66) 10 (43.47) 13 (56.52)
No 7 (23.33) 1(14.28) 6 (85.71)
Zona de residencia 1.00
Urbano 14 (46.66) 5 (35.71) 9 (64.28)
Rural 16 (53.33) 6 (37.5) 10(62.5)
Inmunizacién 0.248
contra tosferina
Si 6 (20) 1 (16.66) 5(83.33)
Incompleta 6 (20) 1 (16.66) 5(83.33)
No / Desconoce 18 (60) 9 (50) 9 (50)
Tratamiento 0.626
Si 23 (82.14) 9 (39.13) 14 (60.86)
No 5 (17.85) 1 (20) 4 (80)

Factores clinicos asociados a la positividad de Tosferina, segun el indicador

“Predictor clinico” (leucocitosis y linfocitosis).’

Ninguna de las variables analizadas se mostr0 asociada a la positividad a tosferina,

medida bajo el indicador “predictor clinico” (Tabla IV):

Tos paroxistica: De las y los 27 con este sintoma, 10 (37.03%) fueron positivos al
predictor clinico y, de los 3 que no lo presentaron, solo uno lo fue (p=1.00).

Tos seca: De las y los 28 que presentaban tos seca, 11 fueron positivos al predictor
(39.28%) vy, de los dos que no tuvieron tos seca, fueron negativos (p=.520).

7 De ocho de las y los nifios estudiados, no se tuvieron cifras de leucocitos y linfocitos que incluye el “predictor
clinico”, por lo tanto, no se incluyeron en este analisis.



Cianosis: En las y los 24 nifios que presentaron cianosis, 8 (33.33%) fueron positivos al

predictor clinico, y en los 6 casos sin cianosis, la mitad de ellos (50%) lo fueron (p=0.641).

Rinorrea: Seis (28.27%) de los 21 nifilos/as con rinorrea fueron positivos al predictor

clinico y, en los 9 nifios/as sin rinorrea 5 (55.55%), lo fueron (p=0.225).

Estridor: De las y los 17 nifios con estridor, 7 (41.17%) fueron positivos al predictor

clinico, y de los 13 que no presentaban estridor, 4 (30.76%) lo fueron (p=0.708).

Apnea: Tres (23.07%) de los 13 nifios/as con apnea, fueron positivos al predictor clinico
y, de los 17 sin apnea, 8 (47.05%) lo fueron (p=0.259).

Sibilancia: Cinco de los 13 nifios/as (38.46%) con presencia de sibilancia fueron
positivos al predictor clinico y, de las y los 17 sin sibilancia, 6 (35.29%) fueron positivos
(p=1.00).

Alta frecuencia respiratoria: Cuatro de los 13 nifios/as que presentaron esta
caracteristica (30.76%) fueron positivos al predictor clinico y, de las y los 16 nifios sin alta

frecuencia respiratoria, 6 (37.5%) lo fueron (p=1.00).

Baja saturacion de O2: Siete de las y los 18 nifios (38.88%) que presentaban baja
saturacion de Oz fueron positivos al predictor clinico y, 3 de las y los 11 (27.27%) que no
la tuvieron, fueron positivos (p= 0.694).

Clasificacién nutricional: En las y los 9 nifios/as con clasificacion nutricional normal, 2
(22.22%) fueron positivos al predictor clinico; entre los 4 casos con desnutricion
moderada, la mitad (50%) fue positivo; y, entre los 7 casos con desnutricion grave, 3
(42.84%) fueron positivos (p=0.612).

Neumonia: De los 14 nifios/as con neumonia, 6 (42.85%) fueron positivos al predictor

clinico y, de los 16 sin neumonia, 5 (31.25%) lo fueron (p=0.707).

Fiebre: 6 de las y los 19 (31.57%) que tenian fiebre, fueron positivos al predictor clinico
y, de los 11 que no tenian fiebre, 5 (45.45%) lo fueron (p=0.696).

Dificultad respiratoria: De los 23 nifilos/as con este sintoma, 9 (39.12%) fueron positivos
al predictor clinico y, de los 7 que no la tenian, 2 (11.76%) lo fueron (p=1.00).



Crisis convulsiva: De los 3 nifios/as con esta complicacion, solo 1 fue positivo al
predictor clinico y, de los 17 que si presentaron crisis convulsiva, 8 (47.05%) lo fueron
(p=1.00).

Hiporexia: De los 13 nifios/as con hiporexia, 3 (23.07%) fueron positivos al predictor
clinico y, de los 17 que no la presentaron, 8 (47.95%) si lo fueron (p=0.259).

Tiempo de inicio de sintomas: En los 15 nifios/as con inicio de sintomas menor a 2
semanas, 4 (26.66%) fueron positivos al predictor clinico; entre las y los 13 del grupo de
inicio de sintomas de 2 a menos de 8 semanas, fueron 7 (53.84%) casos positivos
(p=0.278).

Tipo de Egreso: De las y los 24 internados, 10 (41.66%) fueron positivos al predictor
clinico y, de los 6 de consulta, 1 (16.66%) lo fue (p= 0.372).

Choque séptico: De las y los 38 nifios estudiados, solo uno presentd choque séptico vy,

fue negativo al predictor.

Adinamia: De las y los 38 nifios estudiados, solo uno presento adinamia y, fue positivo

al predictor.

Hemorragia conjuntival: De las y los 38 nifios estudiados, solo uno la presento, y fue
negativo al predictor. Esta misma situacion se dio con en la epistaxis.

En ningan nifio/a se refirid la presencia de hipertension arterial, neumotérax y

encefalopatia.



Tabla IV. Variables Clinicas (inicio)

Variable clinica | Categoria Total Predictor No Predictor Valor p — Test
n (%) n (%) exacto de Fischer
Tos paroxistica 1.00
Si 27 (90) 10 (37.03) 17 (62.96)
No 3(10) 1(33.33) 2 (66.66)
Tos seca 0.520
Si 28 (93.3) 11 (39.28) 17 (60.71)
No 2 (6.7) 0 2 (100.00)
Cianosis 0.641
Si 24 (80) 8 (33.33) 16 (66.66)
No 6 (20) 3 (50) 3 (50)
Rinorrea 0.225
Si 21 (70) 6 (28.57) 15 (71.42)
No 9 (30) 5 (55.55) 4 (44.44)
Estridor 0.708
Si 17 (56.66) 7(41.17) 10 (58.82)
No 13 (43.33) 4 (30.76) 9 (69.23)
Apnea 0.259
Si 13 (43.44) 3(23.07) 10 (76.92)
No 17 (56.66) 8 (47.05) 9 (52.94)
Sibilancia 1.00
Si 13 (43.44) 5 (38.46) 8 (61.53)
No 17 (56.66) 6 (35.29) 11 (64.70)
Alta Frecuencia 1.00
Respiratoria
Si 13 (44.82) 4 (30.76) 9 (69.23)
No 16 (55.17) 6 (37.5) 10 (62.5)
Baja saturacion 0.694
de O2
Si 18 (62.06) 7 (38.88) 11 (61.11)
No 11(37.93) 3(27.27) 8(72.72)
Clasificacion 0.612
Nutricional
Normal 9 (40.90) 2 (22.22) 7(77.77)
Nuevo patrén 2 (9.10) 0 2 (100)
Desnutricion 4 (18.20) 2 (50) 2 (50)
Moderada
Desnutricion Grave 7 (31.81) 3 (42.85) 4 (57.14)
Neumonia 0.707
Si 14 (46.66) 6 (42.85) 8(57.14)
No 16 (53.33) 5 (31.25) 11 (68.75)
Fiebre 0.696
Si 19 (63.33) 6 (31.57) 13 (68.42)
No 11 (36.66) 5 (45.45) 6 (54.54)



Tabla IV. Variables Clinicas (continuacion)

Variable clinica | Categoria Total Predictor No Predictor Valor p — Test
n (%) n (%) exacto de Fischer
Dificultad respiratoria 1.00
Si 23 (76.66) 9(39.12) 14 (60.86)
No 7(23.33) 2 (11.76) 5(71.42)
Crisis convulsiva 1.00
Si 3(10) 1(33.33) 2 (66.66)
No 27 (90) 10 (37.03) 17 (62.96)
S 13(43.33)  3(23.07) 10 (76.92)
No 17 (56.66) 8 (47.05) 9 (52.94)
Choque séptico 0.367
S 1(3.33) 1 (100) 0
No 29(96.66)  10(34.48) 19 (65.51)
Tiempo de inicio de 0.278
sintomas
1 =<2 semanas 15 (50) 4 (26.66) 11 (73.33)
2=2semanasa<8  13(43.30) 7 (53.84) 6 (46.15)
semanas
3=> 8 semanas 2 (6.70) 0 2 (100)
Tipo de Egreso 0.372
Hospitalizacion 24 (80) 10 (41.66) 14 (58.33)
Consulta Hospital 6 (20) 1 (16.66) 5 (83.33)
Caso probable Tosferina 0.419
InDRE
Si 21 (70.00) 9 (42.85) 12 (57.14)
No 9 (30.00) 2 (22.22) 7(77.77)

Positividad a tosferina bajo el criterio del Predictor Clinico, segun definicién de

caso probable del INDRE.

De acuerdo a la definicion de caso probable de tosferina del INDRE, “persona de cualquier
edad con tos de 14 o més dias de evolucién y, dos o mas de las siguientes caracteristicas:
tos paroxistica, en accesos, espasmaodico o estridor laringeo inspiratorio, y, uno o mas
de los siguientes datos: tos cianosante, hemorragia (conjuntival, petequias, epistaxis),
leucocitos con predominio de linfocitos; o historia de contacto con casos similares en las
Ultimas dos o cuatro semanas previas al inicio del padecimiento. En esta definicion se
incluyen a los menores de tres meses que pueden manifestar solo episodios de apnea o

cianosis con o sin tos” (INDRE 2015).

De las y los 38 nifios estudiados, 25 cumplieron con la definicion de caso probable del
INDRE y, 13 no lo cumplieron. De los 25, 9 (42.9%, IC95% 15.78-56.22) fueron positivos

a tosferina bajo el indicador de predictor clinico, en tanto que, de los 13 considerados



como casos no probables segun los criterios del INDRE, 2 (22.2%, 1C95% 7.31-38.08)
fueron positivos bajo el criterio del predictor clinico. En la tabla V de los 11 pacientes con
el predictor clinico, 9 de ellos tienen los sintomas equivalentes a la definicion de caso

probable (INDRE), aunado a la falta de inmunizacion.

Tabla V. Descripcion de sintomas de pacientes con el predictor clinico

. - Concentracion de Inmunizacion
Folio Cumple con la definicion de caso . 3 Resultado
. leucocitos (x10°%/ul) y contra
(Edad) probable (Sintomas) . . . PCR
/ linfocitos (/ul) tosferina
11 (Im) Si (Tos paroxistica; Estridor; Cianosis) 58.9/20.70 No -
14 (6m) Si (>14 dias tos se(_:a; Tos paroxistica; 25,65/ 11.7 No i
Estridor)
Si (>14 dias tos seca; Tos paroxistica; .
42 (3m) Estridor; Cianosis; Apnea) 43.69/25.5 Si *
61 (9m) Si (>14 dias tos -seca;.Tos paroxistica; 403/29.8 No N
Cianosis)
Si (>14 dias tos seca; Tos paroxistica;
1 . . . 9/23.2 N -
85 (Im) Estridor; Cianosis) 55.9/23 0
88 (2m) Si (Tos paroxistica; Estridor; Cianosis; 53.9/19.8 No i
Apnea)
o1 di . T
92 (3a) Si (>14 dias tos ﬁeca, Tos paroxistica; 2471172 No +
Cianosis
97 (137m) No (Tos paroxistica; Estridor) 33.2/21.9 No -
100 (123m) No (Tos paroxistica) 63.0/42.7 No +
Si (>14 dias tos seca; Tos paroxistica; .
118(1m) Estridor: Cianosis: Apnea) 41.59/22.30 No Pendiente
130(3m) Si (>14 dias tos _seca;_Tos paroxistica; 24.30 / 14.50 No Pendiente
Cianosis)
DISCUSION

La tosferina sigue siendo un problema de salud publica que no ha recibido la atencion
adecuada, al menos en la zona de estudio. A pesar de que se ha sugerido la presencia
de casos de tosferina —si bien no confirmados- en diversas comunidades de los Altos de
Chiapas, inclusive con reportes de nifias y nifios fallecidos por esta enfermedad (La
Redaccion 2007), oficialmente, desde 2007 a la fecha (diciembre de 2019), solo se ha
reportado un caso en la regién —ocurrido en 2018. En el presente estudio se confirmd la
presencia de infeccion por B. pertussis, con una tasa de positividad de 5.4% (IC 95% =
2.24-13.05) mediante cultivo, de 16.12% (IC 95%= 2.42- 29.84) por diagnostico de PCR-
TRy, de 36.66% (IC 95%= 18.36-54.97) si se toma como predictor clinico la presencia



de leucocitosis = 21.60 x10%/ul y linfocitosis = 11.5/pl en sangre periférica (Vieira Bellettini
et al. 2014).

En el estudio no se encontré6 ninguna asociacion estadisticamente significativa de la
positividad a B. pertussis a partir del predictor clinico con las variables epidemioldgicas y
clinicas analizadas, muy probablemente por el reducido nimero de nifios/as incluidos en
el estudio, conformado por un censo de todas y todos los nifios que fueron admitidos/as
al servicio de Urgencias Pediatricas del Hospital de Las Culturas de San Cristébal de Las
Casas, Chiapas, con sospecha de tosferina y/o sindrome coqueluchoide durante el
periodo del 1 de marzo al 25 de octubre de 2019 (n=38), lo que limit6 de manera
determinante poder analizar posibles asociaciones entre la positividad a tosferina y las
variables estudiadas. Por ende, se requieren estudios de mayores alcances que permitan
realizar dichos analisis. Por ejemplo, en lo que se refiere a un mayor tiempo de estudio,
mayor nimero de poblacion estudiada, investigaciones en otros niveles de salud (primer

nivel de atencién) y en las propias comunidades.

El estudio se efectud en el Hospital de las Culturas de San Cristébal de Las Casas, debido
a que este hospital es la unidad de salud de referencia de segundo nivel para poblacion
gue no cuenta con seguridad social formal, asi como para aquella inscrita en el Seguro
Popular, condiciones en las que se encuentran la mayor parte de la poblacién en Chiapas:
en 2016, Chiapas era el estado del pais con la mayor proporcién de habitantes sin
seguridad social: 81.1%, versus 55.8% a nivel nacional (SEDESOL 2018). En la region
de los Altos, el 92% no tiene acceso a la seguridad social (SHE 2010). Por lo que se
refiere a la proporcion de habitantes afiliados al Seguro Popular, alrededor del 68% de la
poblacién en Chiapas esta afiliada a este programa.® De las y los nifios estudiados, segun
la informacion proporcionada por sus padres, 36.84% contaba con Seguro Popular y
63.15% no.

8 Calculo efectuado con base al numero de poblacién de Chiapas en 2015
[http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/chis/poblacion/] y, nimero de afiliados al Seguro Popular
en 2016 [http://www.transparencia.seguro-
popular.gob.mx/contenidos/archivos/transparencia/planesprogramaseinformes/informes/2017/InfdeResdelSPSSE
ne-Jun2017.pdf]



http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/chis/poblacion/
http://www.transparencia.seguro-popular.gob.mx/contenidos/archivos/transparencia/planesprogramaseinformes/informes/2017/InfdeResdelSPSSEne-Jun2017.pdf
http://www.transparencia.seguro-popular.gob.mx/contenidos/archivos/transparencia/planesprogramaseinformes/informes/2017/InfdeResdelSPSSEne-Jun2017.pdf
http://www.transparencia.seguro-popular.gob.mx/contenidos/archivos/transparencia/planesprogramaseinformes/informes/2017/InfdeResdelSPSSEne-Jun2017.pdf

Si bien, respondiendo a la hipotesis numero 1, la tasa de positividad por tosferina esta un
poco por debajo de lo que consideran estudios anteriores (Ojeda Gonzalez 2017),
utiizando PCR como método de diagndstico de Tosferina (de 20% versus 16.12%
encontrado en este estudio), también se puede considerar muy alta, tomando en cuenta
gue, segun la propia Secretaria de Salud del Estado de Chiapas, desde el afio 2007 solo
se ha reportado oficialmente un caso (en 2018) en la region de los Altos de Chiapas.
Dicha tasa puede considerarse una cifra basal, debido a las siguientes consideraciones
gue pudieron afectar el poder diagnosticar mayor nimero de casos en el estudio: En lo
gue respecta a los métodos diagndsticos utilizados que pudieron influir en no identificar

mas casos de tosferina, se encuentran:

1. En el caso del cultivo: la toma previa de antibiéticos, principalmente macrolidos y
cefalosporinas, ya que estos tipos de antibioticos, inhiben el crecimiento de la B.
pertussis, interfiriendo negativamente en el resultado cultivo. Otro factor que influye en
su sensibilidad, es la demora de los padres en llevar a su hijo/a enfermo/a al hospital: si
la toma de muestra se realiza en un tiempo mayor al adecuado para el diagnostico por
cultivo -hasta 2 semanas después de la fase paroxistica-, los resultados se ven afectados
(InDRE 2015);

2. PCR-TR: De igual manera, la toma de antibiéticos (macrélidos y cefalosporinas), asi
como la demora de los padres en llevar a su hijo/a enfermo/a al hospital, pueden afectar
los resultados para esta prueba. En el caso del tiempo de la toma de muestras de
exudado nasofaringeo, si estas se obtienen después del tiempo adecuado para PCR-TR
hasta 4 semanas después de la fase paroxistica-, los resultados se ven afectados (INDRE
2015).

Otro aspecto importante de tomar en cuenta en la sensibilidad de la PCR-TR, es la forma
de extraccion y purificacion del material genético: en este estudio, la extraccion y
purificacion, a partir de los exudados nasofaringeos, fueron realizados con un método
manual (fenol/cloroformo), el cual tiene el riesgo de contaminacién por otro tipo de
microorganismos y, dado que se utilizaron reactivos preparados en el laboratorio y no kits

comerciales, pudo haber cierto margen de error en la medicion de las cantidades



establecidas. Para el control de estos aspectos, se tuvo el mayor cuidado en disminuir al

maximo, la posibilidad de cometerlos (van der Zee et al. 2015).

Al respecto puede sefialarse que la metodologia que se empled esta estandarizada y ha

sido utilizada por otros autores que han trabajado con B. pertussis (Gutiérrez Ferman et

al. 2018) (Tatti et al. 2011). La razon por la que se us6 un método manual, fue para reducir

los costos del proyecto.

Por otra parte, otra serie de aspectos no incluidos en el presente estudio, deben de alertar

a la posibilidad de un mayor niumero de casos de tosferina que no llegan al ambito

hospitalario en la zona estudiada:

Las y los nifios estudiados, representan un segmento de la poblacién que, de alguna
manera, si tuvo las condiciones de acceso al hospital, aspecto que los grupos de
mayor marginacion socioeconomica (grupos indigenas y campesinos de zonas rurales
alejadas de la cabecera municipal), no tienen. Segun la Comision Nacional para el
Desarrollo de los Pueblos Indigenas, en los estados con presencia de municipios
indigenas —tal como es el caso de Chiapas- es donde se dan los mas altos porcentajes
de carencia por acceso a los servicios de salud. En el estado de Chiapas, dicha cifra
es del 17.2% (CDI 2018). En la region de los Altos, dicha carencia es de alrededor de
34% (SHE 2010).

La falta de cobertura de vacunacion contra la tosferina en el @mbito comunitario.
Destaca que, en el presente estudio, en 4 de los 5 positivos a B. pertussis, sus padres
declararon desconocer o0 no tener la vacuna contra tosferina. El otro caso positivo por
PCR-TR que si presentaba inmunizacién completa de acuerdo a su edad, dado que
apenas era una solo dosis (que es el nimero que corresponde a los tres meses de
edad), aun no protege de manera suficiente contra la infeccion por B. pertussis, ya
gue la mayor eficacia de la vacunacion contra la tosferina (de 80-90%), se da hasta
después de la tercera dosis (Forsyth et al. 2015). Asi también, en el total de las y los
38 nifios estudiados, mas de la mitad (55.3%) declar6é no tener la vacuna y, en otro
23.7% se encontré que el esquema de vacunacion contra tosferina estaba incompleto
para su edad. Es decir, solo uno de cada cinco (20%) de las y los nifios, presentaba

su esquema completo.



e La falta de referencia de posibles casos de tosferina por parte de otras instituciones
de salud, tanto publicas como privadas, debido a que probablemente esta enfermedad
no esta en el imaginario del personal de salud. La hipotesis es que, al no considerar
a la tosferina dentro de las enfermedades respiratorias como un posible diagndstico
en menores de edad, no se le toma en cuenta al momento de emitir un diagnéstico.
De acuerdo a los resultados encontrados en esta investigacion, esta situacion
mereceria realizar estudios enfocados a analizar los conocimientos, actitudes y

practicas en relacion a la tosferina entre el personal de salud de la region.

Si bien es mas que destacable el solo hecho de haber encontrado nifios/as positivos/as
a tosferina en el estudio (dado que, como ya se menciond anteriormente, desde el afio
2007 solo se tenia el reporte oficial de un caso en 2018), bien sea por cultivo (dos casos)
o por PCR-TR (cinco casos —cifra en la que se incluyen los dos de cultivo), el uso del
“predictor clinico” de positividad a B. pertussis propuesto por Vieira Belleteni et al (2014),
el cual se basa en dos indicadores (presencia de leucocitosis = 21.60 x10%/ul y linfocitosis
> 11.5/ul en sangre periférica (Vieira Bellettini et al. 2014), permitié captar un aparente
mayor numero de casos de tosferina. Este “predictor” ha sido fundamentado en diversos
estudios donde han utilizado estos dos indicadores, asi como a la presencia de algunos
sintomas de tosferina, como la tos paroxistica (Carbonetti 2016), asi como
complicaciones desencadenadas por el mecanismo de accion de la PT de la B. pertussis
(Carbonetti 2015), como la leucocitosis —algunos estudios han asociado la mortalidad
debido a tosferina cuando la concentracion de leucocitos es =2 a 100x103/ul-, y la

hipertension pulmonar (Pierce et al. 2000).

La justificacion de haber usado el citado predictor clinico, se basa en que la accion
enzimatica de la toxina PT de la B. pertussis, sobre las proteinas G del huésped, por una
parte, alteran sefializaciones y funciones metabdlicas (Murray et al. 2013), asi como que
reducen los receptores LFA-1 en los linfocitos, lo que se traduce en un desequilibrio en
la migracion de estas células, generando aglomeraciones en la vasculatura (Carbonetti
2016), lo que a su vez desencadena la leucocitosis y linfocitosis. Esta complicacion se ha

comprobado en estudios efectuados tanto en animales a los que se les ha administrado



PT (Carbonetti 2015), como en humanos, lo que ha conllevado a denominar ala PT como

“factor promotor de leucocitosis y linfocitosis” (Carbonetti 2016).

Uno de los estudios reportados en humanos sugiere que la PT es en gran parte
responsable de los sintomas respiratorios y de la leucocitosis: al observar un caso clinico
de un paciente de 3 meses de edad, infectado con una cepa de B. pertussis deficiente a
PT, se observé que desarrollé un curso relativamente corto de la enfermedad por
tosferina, sin presentar los sintomas respiratorios severos ni leucocitosis (Carbonetti
2015).

En otro de los pocos estudios efectuados en humanos, se utilizaron dos grupos: uno
experimental —al que se le administré via intranasal una cepa de B. Pertussis deficiente
a PT-y un grupo al que se le administré placebo. En las personas participantes del grupo
experimental, se encontr6 que presentaron un cuadro clinico con pocos sintomas
respiratorios de la tosferina, no mayores a los del grupo placebo (Mielcarek et al. 1998).
En este contexto, cabe sefalar que las cepas de B. Pertussis deficientes a PT, se han
puesto a prueba en Dinamarca como vacuna, y han mantenido un control de la

enfermedad (Thierry Carstensen et al. 2013).

Finalmente, destaca que, si bien no hubo asociacion estadistica entre la positividad al
predictor clinico y la definicién de caso probable dada por el INDRE (p=0.419), las y los
nueve nifios positivos al predictor clinico, cubren dicha definicion de caso probable
(INDRE 2015), por lo cual, hacen falta mas investigaciones al respecto, que confirmen o

descarten esta posible asociacion.

CONCLUSIONES

A pesar de que el presente estudio puede considerarse como de pequefia escala, los
resultados obtenidos demuestran que si hay casos de B. pertussis en la region de Los
Altos de Chiapas. Preocupa en este sentido que, en términos oficiales, en los hechos, no
haya acceso al diagnodstico confirmatorio de esta enfermedad, aspecto mas que
preocupante, debido a que es una infeccion que, en el grupo de menores de cinco afios

de edad, es causa de complicaciones y muerte. De manera adicional, se encontraron



muy bajos indices de vacunacioén contra esta enfermedad, lo que hace evidente también,
la necesidad de garantizar que las y los nifios de la region reciban su esquema completo

de vacunacion.

En consecuencia, es necesario mejorar de manera significativa la prevencion y el
diagnostico de casos de tosferina por parte de los servicios de salud de la region, para lo
cual se requiere capacitar y sensibilizar al personal, asi como dotarlo de los equipos e

insumos para la vacunacion y deteccion de casos esta enfermedad.

De igual manera, con el fin de poder hacer analisis de mayor alcance en cuando a la
caracterizacion epidemiologica y clinica de la enfermedad, es menester realizar estudios
mas amplios en la region de los Altos de Chiapas, no solo en el hospital en el que se
realizé la presente investigacion, sino también en el resto de servicios de salud que

atienden a poblacién infantil en la region.

En este sentido, la baja deteccion de casos a través del cultivo y de la PCR-TR, es
altamente probable que se deba a que la mayoria de las y los nifios estudiados ya habian
recibido previamente tratamiento antimicrobiano (con macrélidos o cefalosporinas), lo
qgue afectd la sensibilidad de ambas pruebas. Por su parte, el predictor clinico utilizado
(concentracion de leucocitos y linfocitos) como una aproximacion a la deteccién de casos
de tosferina, mostrd ser una estrategia util, por lo que es recomendable que las y los
nifos que presenten sintomatologia compatible con tosferina, independientemente si son
0 no hospitalizados, se les realicen al menos, una biometria hematica para detectar la
presencia —0 no- tanto de leucocitosis como de linfocitosis, facilitando el diagnéstico
clinico de tosferina y, por ende, estar en mejores posibilidades de controlar esta
enfermedad. Investigaciones como la aqui realizada, hacen mucha falta en la region
estudiada, con el fin de contribuir a un mayor conocimiento de la epidemiologia de la
tosferina y de sus caracteristicas clinicas en nifios menores de cinco afios de edad. El
solo tener indicios de la muerte de nifios, probablemente asociadas a la tosferina, justifica

su realizacion.



ANEXOS

Aspectos Eticos

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de El Colegio
de la Frontera Sur (Anexo 2). Este estudio forma parte del proyecto “Analisis
epidemioldgico y molecular de B. pertussis en nifios admitidos al Hospital de las Culturas
de San Cristébal de Las Casas, Chiapas”, el cual a su vez fue aprobado por los comités
de Etica de Investigacion de la Secretaria de Salud del Estado de Chiapas, y de El

Colegio de La Frontera Sur (Anexos 3y 4).

A los padres/tutores de los nifios participantes, se les solicitO su consentimiento
previamente informado (CPI), a través del cual se les explicaron los objetivos del estudio
y el procedimiento que se tenia que realizar, esperando su aprobacién antes de proseguir
con la toma de la muestra y realizacion del cuestionario. Después de aceptar su

participacion, y una vez firmado el CPI, se le proporciond una copia de éste (Anexo 5).

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud, del Cap. Il Art.17, esta
investigacion en seres humanos es de riesgo minimo, ya que, a los nifios incluidos en el
estudio, Unicamente se les tomd una extraccion de muestra nasofaringea para su

posterior cultivo microbiolégico.

Toda la informacion obtenida en el estudio esta resguardada y ha sido tratada de manera
absolutamente andnimay confidencial, es decir, se codificé a los participantes de manera

gue en los resultados del proyecto no se revelase la identidad de los nifios participantes.

Si bien no representa un riesgo mayor el procedimiento de la toma de muestra
nasofaringea, se tuvieron previsiones para que, en caso de presentarse alguna excepcion
de un leve sangrado nasofaringeo —cosa que afortunadamente no sucedio- se tomasen
las medidas necesarias para prevenir cualquier dafio, como retirar el hisopo
cuidadosamente ejerciendo una presion de cinco minutos sobre la fosa nasal para
detener el sangrado. En dado caso, se tenia previsto intentar realizar la toma de muestra
en la otra fosa nasal y, de presentarse nuevamente el sangrado, se suspenderia

definitivamente el procedimiento. Esto no ocurrié durante el desarrollo del estudio.



A las personas que se detectaron positivas a B. pertussis se les proporcioné el
tratamiento correspondiente de manera gratuita por parte del Hospital de Las Culturas de
San Cristobal de Las Casas. Asi también se hizo el reporte al area de epidemiologia para
gue ahi se realizaran los procedimientos de notificacion de casos, de acuerdo a los

protocolos establecidos en el SINAVE.

A los pacientes que resultaron negativos a B. pertussis se continué con la atencion
meédica requerida por parte de los médicos tratantes del Hospital de Las Culturas de San
Cristobal de Las Casas. Todos los participantes obtuvieron su resultado del estudio en
tiempo y forma.

Estos procedimientos requieren de medidas de bioseguridad personal y tratamiento de
Residuos Bioldgicos Infecciosos (RPBI), debido al manejo de muestras de exudado
nasofaringeo y cultivos microbiolégicos, por lo que se realizé el procedimiento que se

describe a continuacion:

() La toma de muestra, se realizé en un espacio ventilado, el personal fue capacitado para
dicho procedimiento y utiliz6 la proteccion personal (guantes, bata, gafas, mascara N95 y

vacunacion previa contra tosferina).

(ii) Para el cultivo microbioldgico de la muestra, se trabajé en cabinas de bioseguridad
tipo Il en las instalaciones del Laboratorio de Biologia Molecular y Genética de la
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH), usando los elementos de

proteccion personal y la capacitacion anticipada del procedimiento.

(i) Los viales del exudado nasofaringeo, después de su siembra, fueron esterilizados en

autoclave y desechados en bolsas rojas de RPBI.

(iv) Las placas con crecimiento de colonias de B. pertussis y demas flora nasofaringea
fueron selladas con parafim y se esterilizaron en autoclave. Posteriormente se

depositaron en bolsas rojas de RPBI.

(v) Siguiendo el proceso de descontaminacion del Laboratorio de Biologia Molecular y
Genética de la UNICACH, las bolsas de RPBI se trasladaron al almacén de RPBI de dicha

institucion para su recoleccion por parte de la empresa responsable recolectora de RPBI.



Este proceso sigue lo estipulado en la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos

- Clasificacion y especificaciones de manejo.

A las personas que son detectadas como positivas a B. pertussis, se les proporciono el
medicamento gratuito por parte del Hospital de Las Culturas de la Secretaria de Salud
del Estado de Chiapas. Por otra parte, también se hizo la notificacion correspondiente al
area de epidemiologia del hospital, de acuerdo a los protocolos del SINAVE de la

Secretaria de Salud federal.

A los pacientes que resultaron negativos a B. pertussis se les continu6 con la atencién
médica requerida por parte de los médicos tratantes del Hospital de Las Culturas de
SCLC.
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Cuadros y Figuras

Figura 1. Casos de tosferina registrados en México durante el periodo 2008- 2019
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Figura 2. Casos de Tosferina registrados en Chiapas durante el periodo 2015-2019.
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Cuadro 1. Nomero de defunciones y mortalidad por Tosferina en México durante el
periodo 1922- 1975

Ao No. Tasa de Ano No. Tasa de
defunciones mortalidad* defunciones mortalidad*
1922 14383 98.9 1949 11246 44.7
1923 17497 118.6 1950 11888 46.1
1924 11117 74.3 1951 8738 32.9
1925 11035 72.6 1952 9104 334
1926 13643 88.4 1953 9015 321
1927 9992 63.7 1954 9519 33
1928 16325 102.5 1955 7462 251
1929 18688 115.3 1956 6494 21.3
1930 18585 112.3 1957 7121 22.7
1931 10645 63.1 1958 7127 22
1932 9745 56.7 1959 8538 25.6
1933 13970 79.9 1960 4741 13.6
1934 20199 113.6 1961 5452 15.1
1935 11787 65.1 1962 4738 12.7
1936 9390 51 1963 5299 13.8
1937 12365 66 1964 6627 16.7
1938 15755 82.6 1965 3596 8.7
1939 14596 75.2 1966 3411 8
1940 8336 42.4 1967 5178 11.7
1941 10912 53.7 1968 5266 11.5
1942 14866 71.2 1969 3865 8.2
1943 11686 54.6 1970 3458 7
1944 9909 45.1 1971 5654 11.1
1945 10504 46.5 1972 4202 8
1946 15083 65.1 1973 3584 6.6
1947 11117 46.7 1974 3032 5.2
1948 11290 46.2 1975 1638 2.7

*Tasa por 100,000 habitantes.
Datos tomados de : (Carrado Bravo et al. 1982)
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Cuadro 2. Casos y Morbilidad por Tosferina en México 1941-1979

Aio No. casos Tasa* Afo No. casos Tasa*

1941 30441 151.6 1960 24116 68.9

1942 33825 165.9 1961 46089 127.2

1943 26145 126.2 1962 30363 78.94
22139 105.3

1959 39168 123.3

1978

1950 31654 123.6 1969 15444 32,5
1951 23204 92.8 1970 17354 35.4
\
1972 41.6
1955 23623 70.6 1974 9020 16
1957 27813 88.9 1976 4580 7.3

3100

4.6

1979

2501

3.6

Datos tomados de: (Carrado Bravo et al. 1982)
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Cuadro 3. Tabla de las especies de Bordetellay huéspedes asociados

Humanos, ovejas, cabras, cerdos

Humanos, cerdos, gatos, perros, conejos

Especies de Bordetella Huésped
B. pertussis Humanos
B. parapertsussis

B. parapertussis Ganado
B. bronchiseptica

B. avium Humanos, aves
B. hinzii Humanos
B. holmesii Humanos
B. trematum Humanos
B. petrii Humanos
B. ansorpii Humanos

Datos tomados de: (Kilgore et al. 2016)

Cuadro 4. Evolucién (semanas) de la enfermedad: Tosferina

0 1 2 3 4 i 6 7 9 10 11

e =
Fase Fase paroxistica: dura de 1 2 6 semanas. Sintomas: Fase deconvalecencia: durz de 2
Catarral: numerosos accesos de tos rapida seguida de un silbido 2l a 3 semana. Muchas personas son
Durade1a Tespirar, vomito v agotamiento después de los accesos de susceptibles 2 ofras nfecciones
2 semanas. tos (llamados paroxismos). respiratorias. La recuperacion es
Sintomas: gradual. Se alivia la tos. pero
TINOITEZ, pueden regresar los accesos de
fiebre baja, tos.

tos leve

ocasional.

Altamente

contaglosa.

Datos tomados de (CDC 2017) (Mattoo and Cherry 2005).
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Cuadro 5. Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de

Prueba

Catalasa

Oxidasa

Movilidad

Reduccidn de nitratos
Ureasa

Desarrollo de citrato
Pigmento marrdn en
TSA o MH
Crecimiento en MAC
Crecimiento en Gelosa
Sangre

Fuente: (INDRE 2015)

B. pertussis

Bordetella.
B. parapertussis B. holmessi
+ V(W)
+(24 h) -
+ ND
+ +
+ +
+ +

B. bronchiseptica

+(raro) beta

Cuadro 6. Algoritmo del resultado del ensayo PCR-TR multiplex

Especies
B. pertussis

B. parapertussis

B. holmessi

B. pertussis y B. parapertussis

B. pertussis y B. holmesii

Datos tomados de (Tatti et al. 2011)

15481 His1001
+ -
+
+ +

pIS1001

+
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Anexo 1. Formato de cuestionario utilizado para recoleccién de datos
epidemioldgicos y clinicos de posibles casos indice y/o primarios de tosferina.
Numero de expediente del hospital Numero de identificacidn para el estudio:
o de seguro popular:

Datos Sociodemograficos

Nombre del paciente: Edad: Sexo: F( )M ()
Lugar de residencia: Domicilio

Fecha de nacimiento (dd-mm-aa): Etnia: Escolaridad:

Fecha de ingreso: Feche de egreso:

Numero de contactos: Nombre del padre o tutor: Teléfono:

Datos Clinicos

Tos seca: Si () Duracion (dias): Fecha de inicio de sintomas:  No ()

Tos Paroxistica: Si () Duracidn (dias): Fecha de inicio de sintomas: No ()

Tos emetizante: Si () Duracién (dias): Fecha de inicio de sintomas:  No ()

Tos disneizante: Si () Duracion (dias): Fecha de inicio de sintomas: No () Complicaciones

Cianosis: 5i () No () Neumonia: Si () No ()

Rinorrea: Si () No () Fiebre: Si () T°.__ No ()
Estrldor:.S| ()No () Dificultad respiratoria: Si () No ()
A.primea: ?I ( )_NO 0 Crisis convulsiva: Si () No ()
Sibilancia: Si () No () Hiporexia: Si () No ()
Hemorragia conjuntival: Si () No () Chogue séptico: Si () No ()

Epistaxis: Si () No () Hipertension arterial: Si () No ()

Frecuencia Respiratoria: Adinamia: Si () No ()
SPOz: Neumotadrax: Si () No ()
Peso: Encefalopatia: Si () No ()
Talla:

Vacunacioén: Muestra Cartilla: Fecha de ultima dosis:

Si()No () Ignora () Dosis () Si()No()
Tipo de vacuna: ( ) Seleccione el nimero del panel de abajo
1=DPT 2=PENTAVALENTE 3=HEXAVALENTE 4=TDaP 5= OTRA

Biometria Hematica

Hemoglobina: Linfocitos %: Neutroéfilos%:
Leucocitos: Linfocitos (totales): Plaquetas: Glicemia:

Exudado Nasofaringeo para determinar Bordetella

() PCR Fecha de toma: Fecha de envio:
Resultado: () Positivo () Negativo () Muestra inadecuada
() Cultivo Fecha de toma: Fecha de envio:
Resultado: () Positivo () Negativo () Muestra inadecuada

Tratamiento con antibidticos

1.- Fecha de inicio: Duracidn (dias):
2.- Fecha de inicio: Duracidn (dias):
3.- Fecha de inicio: Duracidn (dias):

Observaciones:
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Cuadro 7. Descripcion y operacionalizaciéon de variables clinicas y

epidemioldgicas

Descripcion de Variables

Variable

Variable Principal: Presencia de B. pertussis
/ Positividad a B. pertussis a partir del
predictor clinico

Variable “Predictor clinico”

Variables Independientes:
Clinico: Sintomas; Tos paroxistica
Tos seca

Tos emetizante
Tos disneizante

Apnea
Cianosis

Rinorrea

Estridor

Hemorragia conjuntival
Sibilancia

Epistaxis

Frecuencia Respiratoria alta
Saturacion de O; bajo
Adinamia

Dificultad Respiratoria
Fiebre

Citometria hemdtica:
Leucocitos

Linfocitos %

Linfocitos Totales
Clasificacion Nutricional:

Neumonia
Crisis convulsiva

Hiporexia
Hipertension arterial
Choque séptico

Neumotdrax
Encefalopatia
Epidemioldgicos:
Esquema de vacunacion

Vacunacién maternal
Lugar de residencia

Descripcion

Operacionalizacion

Confirmacion por PCR-TR positivo a B. pertussis

Positivo =1
Negativo= 2

Leucocitosis= >21.6 x103/pl y Linfocitosis >11.5 /ul

1=Positivo 2=Negativo 3=
sin datos

Tos violenta o exagerada en accesos Si=1 No=2
Irritativa, improductiva, nerviosa, sin expectoracion Si=1 No=2
Tos acompafiada de vomito Si=1 No=2
Tos persistente que provoca dificultad para respirar Si=1 No=2
Suspensién de la respiracion Si=1 No=2
Coloracién azul en piel y mucosas por falta de Si=1 No=2
oxigenacion

Congestion nasal Si=1 No=2
Sonido agudo producido en la inspiracion Si=1 No=2
Hemorragia en el ojo Si=1 No=2
Sonido sibilante en el paso del aire a los pulmones Si=1 No=2
Sangrado nasal Si=1 No=2
Respiraciones por minuto elevado segun la edad Si=1 No=2
Saturacién de 0,<95% Si=1 No=2
Ausencia total de fuerza fisica Si=1 No=2
Dificultad para respirar Si=1 No=2
Temperatura corporal (oral) > 37.5°C Si=1 No= 2
Concentracion de leucocitos x103/ul Numérico
Porcentaje de linfocitos Numérico
Concentracion de linfocitos /ul Numérico

Segun el Peso/Talla/Edad

1=Normal 2=Nuevo
patrén 3=Desnutricién
Moderada (DM)
4=Desnutricion Grave
(DG) 5=Sin datos (S/D)

Inflamacién de pulmon por Infeccion Si=1 No=2
Trastorno neuroldgico con susceptibilidad de Si=1 No=2
generar convulsiones

Pérdida parcial del apetito Si=1 No=2
Aumento de la presion arterial Si=1 No=2
Hipotensidn por disminucion de perfusion tisulary Si=1 No=2
suministro de O,

Escape del aire pulmonar Si=1 No=2
Enfermedad del encéfalo Si=1 No=2
Tipo de esquema de vacunacion segun la edad en Completo=1

meses (m):

2-3 m=1 dosis (DPaT+VP+Hib)

4-5 m=2 dosis (DPaT+VP+Hib)

6-17 m= 3 dosis (DPaT+VP+Hib)

18-47 m=4 dosis (DPaT+VP+Hib)

>48 m = 4 dosis (DPaT+VP+Hib) y 1 dosis DPT

Incompleto/ignora dosis=
2
Sin Vacuna=3

Vacunacién capullo (de la madre o tutor)

Si=2 No=1

Urbano o Rural

Urbano =1 Rural=2
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Municipio de residencia
Edad
Sexo
Etnia

Tiempo vivido desde el nacimiento en meses

numérico

Condicion biolégica de ser hombre o mujer

F=1 M =2

Pertenencia a un pueblo indigena

Ambos padres tseltal= 1
Ambos padres tsotsil=2
Padre tseltal=3

Madre tseltal=4

Padre tsotil=5

Madre tsotsil=6

No indigena=7
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Anexo 2. Carta de aprobacion del Comité de Etica e Investigacion para la
realizacion del proyecto “Analisis de la infeccion por Bordetella pertussis en
menores de cinco afios del Hospital de las Culturas de San Cristobal de Las

Casas”.

ECOSUR

Vilkohermosa. Tabasco. 18 de agosto de 2019
Felio; CEO05-2019

Jamin Guadaupe Castafon Ortiz
Estudionie de ka Maestiia en Clencics en
Recursas Nakraies y Desorrolo ®ural
ECOSUR San Cristicbal de los Casas
Presente

Postenor a la revitidn por parte del Comité de Efica paro ka Investigocion
(CEl| de s protocclo de nvestigocdn con tihio “Andllsls de lo infeccién por
Bordeftello pertussis en menores de cinco afos del Hospial de los Culturas de San
Cristébal de Las Casas, Chiapes™ = Comité en peno dictaming lo siguiente:

SE APRUEBA

Se extiende o presente para ios finas acadeany ue requiere la soliciante.,

8 Colegio de o Frontera

Cecp Ov. Antonio Saidvar Moreno. Coordnodor Garnedl dal Foigrada,
Dr. Hector Javier Sanchez Péraz. Drecion a8 Nedi.

eL ABT1LeEcIio DE LA FRONTERA SUR

UMDAD AN CiS TOBAL UNIDAD TAPATHIAA ACOAD DI TUMAL $NOAD CrmPsCin UNIGAD VLLASERWGEA

WWW 80O M
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Anexo 3. Carta de aprobacion de la Comisién de Bioética del Estado de Chiapas
para la realizacion del proyecto “Analisis Epidemiol6gico y molecular de
Bordetella pertussis en nifios admitidos al Hospital de las Culturas de San
Cristébal de Las Casas”, del que este trabajo de tesis forma parte.

Byl

SALUD S

RETARIA DE SALUD GOBIERNO DE CHIAPAS

SECRETARIA DE SALUD

INSTITUTO DE SALUD

DIRECCION DE ATENCION MEDICA

SUBDIRECCION DE EDUCACION Y ENSENANZA EN SALUD
DEPARTAMENTO DE ENLACE CIENTIiFICO Y ACADEMICO

Oficio Numero 5003/098
Asunto: Evaluacién Bioética de Proyecto de Investigacion.

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas a 16 de enero de 2019.

Dr. Anaximandro Gémez Velasco.
ECOSUR, Red GRAAL.
Presente.

Hemos recibido el proyecto “Analisis Epidemiolégico y molecular de Bordetella pertusis en
nifos admitidos al Hospital de las Culturas de San Cristébal de Las Casas Chiapas” con la
finalidad de ser revisado desde el punto de vista bioético.

Es un proyecto importante dado la frecuencia de este padecimiento en infantes, le
recomendamos obtener la Carta de Consentimiento Informado con los padres de los
infantes que vaya a estudiar y le recomendamos también la confidencialidad de toda la
informacién al respecto.

No habiendo mas comentarios, se le otorga la APROBACION al proyecto deseandole el
mayor de los éxitos, con la recomendacién de que cualquier incidente que se presente
debera de informarlo a esta oficina.

Atentamente.
/
Dr. Luis Angel Teran Ortiz.

Secretario Técnico de la Comision de Bioética
Del Estado de Chiapas.

Ccp. MenC. Maria de Lourdes Martinez Arellano. Subdirectora de Educacién y Ensefianza en Salud.
Ccp. Minutario.
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Anexo 4. Carta de aprobacion del Comité de Etica e Investigacion para la
realizacion del proyecto “Analisis Epidemiolégico y molecular de Bordetella
pertussis en niflos admitidos al Hospital de las Culturas de San Cristobal de Las
Casas”, del que este trabajo de tesis forma parte.

Vilkchermasa Tabasco, 19 de febrero de 2018
Folo: CELOO1-201%

Dr. H&ctor Javier Sancher Pérer
Goupo Sakd

Deganamanto de Salud

ECOSUR San Cnstobal de fas Cosas
Presante

&l Comite de Efco pora lo nvasigockin ovala que o proyecto de
Investigacon “Andiisis epidemicldgico y molecular de Bordelelio pedussis en nidos
admilides of Hospdal de las culluras de San Criskdbol de Los Casas, Chiopas” para
a8l panods anerd I8 - dicembre 2019, curple con los aspecios eficos
COTESOONdientes of desdrmolio de 13 invesfigocon segin los requistos esloblecidos

por esie Camdé v ka normativa vigente aplicabie.

50 aiende o presents pan ios Mned OOOSEMICos Que raquiens & soliicilanis

MFn'on'er'e

’

Z
3 %
T ECOSUR
e < L
M ¥ = 1IFEB
Oro. Mara ra Mata Jurado 3
]

Presidente del C5
El Coego de la Frontero Sur

EL COLEGIO DE LA FRONTERA SUR

VLA BAA CRETTIRA PO TAPAS#ELA AN T WO (AN RN VLA GO
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Anexo 5. Carta de Consentimiento Previo Informado para el padre o tutor de los
nifos menores de 5 afios

La carta debera ser leida y/o explicada al padre y/o tutor del nifio (a).

A continuacién, como parte del estudio que estamos haciendo, le queremos pedir su permiso
para hacerle algunas preguntas sobre el estado de salud de su hijo (a) o tutelado (a). Asi mismo,
le explicaremos porque estamos realizando este estudio y de la importancia de tomar muestras
para diagnosticar correctamente la enfermedad.

Informacion.

La tosferina (en Tsotsil: Jiq'uic’'ul obol; Tseltal: Jik’ oval) es una enfermedad infecciosa, causada
por la bacteria Bordetella pertussis. Pero también existen otras bacterias que pueden producir
una enfermedad similar llamada sindrome de coqueluchoide. La enfermedad producida por B.
pertussis es la mas grave y produce las mayores tasas de incidencia y mortalidad en nifios
menores de cinco afios.

En estudios recientes que se han hecho México y en otras partes del mundo, se ha observado
un aumento en el nimero de casos de la enfermedad. En la regién de los Altos de Chiapas
desconocemos cuantos casos hay. La re-emergencia de la enfermedad se ha asociado a las
diferentes formas de la bacteria. El que haya otra vez muchos mas casos de esta enfermedad se
ha asociado a las diferentes formas de la bacteria.

Para poder analizar cuanto sigue creciendo la enfermedad y qué se puede hacer para que ya no
haya mas casos, es necesario estudiar a la bacteria que la provoca. Para esto hay que analizar
algunas secreciones de la nariz y también muestras sanguineas en nifios que son hospitalizados
para ver si tienen o no tosferina.

Es por esta razén que le estamos solicitando su permiso para que a su hijo/a (nifio/a bajo su
tutela):
1. Le podamos tomar una muestra de un poco de tejido de dentro de su nariz (se le conoce como
“‘exudado nasofaringeo”, que consiste en introducir un hisopo de rayon para obtener muestra);

2. Una pequefia muestra de sangre (biometria hemética). La toma de muestras de sangre se
llevara a cabo en este hospital por el personal de salud de esta institucion, coincidiendo con otras
revisiones clinicas, de forma similar a otros analisis que hayan hecho a su hijo (a) o tutelado (a).

También le pedimos a Usted si por favor nos puede dar algunos datos personales y
sociodemograficos de su hijo/a y de su familia, asi como datos de la enfermedad de su hijo/a, con
lo que tendremos completo su expediente.

Las muestras de su hijo/a, tanto de su nariz, como de su sangre, seran guardadas y, en caso de
que usted nos de su permiso, seran utilizadas en el proyecto de tesis “Estudio clinico-
epidemiolégico de la infeccién por Bordetella pertussis en nifilos menores de cinco afios admitidos
al Hospital de Las Culturas de San Cristébal de Las Casas” que servira para saber cuantos casos
hay y la manera en que se esta presentando la enfermedad. Este proyecto es parte de un proyecto
mas grande “Analisis epidemiolégico y molecular de Bordetella pertussis en nifios admitidos al
hospital de las culturas de San Cristébal de Las Casas, Chiapas” complementandose con la
presente investigacion para buscar las distintas formas de la bacteria que causa la enfermedad)
el cual ha sido previamente aprobado por los Comités de Etica de Investigacion de las siguientes
instituciones: Secretaria de Salud del Estado de Chiapas, Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn,
y El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR).
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Si decide dar su consentimiento, a su hijo (a) o tutelado (a) se le extraerd sangre y secreciones
respiratorias para su almacenamiento y posterior analisis.

La toma de muestras de secreciones respiratorias se llevara a cabo en este hospital y para ello
se aspiran las secreciones respiratorias del menor, previo lavado nasal con suero salino
fisiologico. Esta practica puede ocasionar un atragantamiento leve y/o un ligero sangrado nasal.

Por otra parte, y con relacion a la informacion de su hijo/a o tutelado/a
si usted esta de acuerdo con su participacion, los datos y toda informacion (personal, clinica 'y de
laboratorio), conjuntamente con el resto de las personas participantes en el estudio, seran
manejados de manera absolutamente confidencial, utilizada y analizada ya sin el nombre de su
hijo/a o tutelado/a, codificados, ello con el fin de garantizar la confidencialidad y privacidad de
toda la informacion de su hijo/a o tutelado/a. De esta manera, con excepcion de los coordinadores
del estudio, nadie del equipo de investigacién conocera la identidad o dato alguno que pudiera
identificar a su hijo/a o tutelado/a. Sin embargo, si podran acceder a otros datos como su sexo o
edad, pero siempre manteniendo la debida confidencialidad conforme a la legislacion vigente.
Los datos recopilados se trataran de acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud (2014), NORMA Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012,
la cual establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en
seres humanos (2014), asi como lo establecido en la Declaracion de Helsinki (2013).

Si usted decide que su hijo/a participe en el estudio, estara contribuyendo a que se pueda hacer
investigacion para ver cdmo se puede hacer para que los nifios ya no se enfermen ni mueran por
tosferina. El que Usted decida que participe 0 no, no va a afectar para nada la atencion médica
gue se le brinda en el hospital, esto no va a influir ni en recibir mas 0 menos atencién. Tampoco
Usted o su hijo o tutelado obtendran ningun beneficio econémico. Los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de las muestras de sangre y secreciones como la
gue le estamos pidiendo de su hijo/a o tutelado/a y de las de muchas otras personas participantes
en este estudio, seran muy importantes para tratar de encontrar la forma de prevenir y curar la
tosferina.

Su participacion es voluntaria y usted es libre de autorizar o no, en este momento o en un futuro
proximo, que tanto la informacién que nos dé, como las muestras de su hijo/a o tutelado/a se
utilicen o no en el estudio que estamos haciendo sobre tosferina aqui en el Hospital de las
Culturas. Para que Usted solicite que la informacion y los resultados de laboratorio de su hijo/a o
tutelado/a no sea utilizada, solo basta con que usted lo pida y ya no se utilizaran. El que asi lo
pida, tampoco va a afectar para nada la atencion actual, ni futura que se le brinde a su hijo/a o
tutelado/a aqui en el hospital.

Para solicitar que ya no se utilicen las muestras y la destruccion de las mismas, asi como si desea
gue ya no se utilicen los datos de su hijo (tanto personales, como clinicos y de laboratorio) puede
comunicarse con cualquiera de los encargados del proyecto citados al final. En este caso, se
procederia a la destrucciéon de las muestras y a la exclusion de la informacién clinica de su hijo o
tutelado. Sin embargo, esta destruccion no se hard extensible a los datos que ya se hayan
analizado previamente con las muestras de su hijo (a) o tutelado (a) o con su informacién clinica.

Esta Hoja de Informacion y Consentimiento Informado se expedira en dos ejemplares firmados:
uno para usted, y otro para la investigacion.

En caso de quedarle alguna duda sobre este estudio, por favor hagamelo saber para resolverlas.
También puede acudir con los coordinadores del proyecto, ya sea en este momento, o cuando
usted asi lo considere pertinente.
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Lista de contactos:

Titular de este proyecto “Estudio clinico- epidemiolégico de la infeccién por Bordetella pertussis
en nifios menores de cinco afios admitidos al Hospital de Las Culturas de San Cristébal de Las
Casas”: Q.F.B Jazmin Guadalupe Castanon Ortiz (Teléfono: 961 109 18 81; Correo electronico:
jazmin.castanon@estudianteposgrado.ecosur.mx), estudiante de la Maestria en Ciencias en
Recursos Naturales y Desarrollo Rural

Director de tesis: Dr. Héctor Javier Sdnchez Pérez (Teléfono 967 125 91 56: Correo electrénico:
hectorjaviersanchez@hotmail.com)

Asesores: Dra. Alied Bencomo Alerm (Teléfono: 967 106 19 49) Dr. Anaximandro Gémez Velasco
(Teléfono: 967 130 36 37; Correo electronico: agv23@yahoo.com), y Dr. Jorge Leonel Ledn
Cortes.

Pediatra del Hospital de Las Culturas que forma parte del proyecto “Analisis epidemioldgico y
molecular de Bordetella pertussis en nifios admitidos al hospital de las culturas de San Cristébal
de Las Casas, Chiapas”™ Dra. Mercedes Flores Lépez (Teléfono: 967 138 0899; Correo
electrénico: mercedes.flores@gmail.com).

Certificado de consentimiento informado.

Por medio de la presente hago constar que mi hijo/a o tutelado/a:

ha sido invitado/a a participar en
este estudio para saber su estado de salud respecto a la tosferina (en Tsotsil: Jiq'uic'ul obol;
Tseltal: Jik’ oval).

A mi hijo/a o tutelado/a se le tomaran muestras de sangre necesarias para diagnosticar su estado
de salud y muestra de la nariz para aislar la bacteria causante de la tosferina.

Estoy consciente de que si mi hijo/a o tutelado/a:
participa en el estudio, no tendra compensacion econdmica alguna y que, en caso de tener
tosferina, la Secretaria de Salud del Estado de Chiapas, a través del personal de salud del
Hospital de Las Culturas, le proporcionara gratuitamente el tratamiento correspondiente. También
qguedo en el entendido de que toda la informacion relativa a mi hijo/a o tutelado/a, tanto la que di
verbalmente, como la que se obtenga en las pruebas de laboratorio y durante su atencién médica,
serd manejada de manera estrictamente confidencial y solo para los fines del estudio.

Me han proporcionado el nombre de los investigadores a cargo del proyecto: Q.F.B. Jazmin
Guadalupe Castafion Ortiz (teléfono: 961 109 18 81; Correo electronico:
jazmin.castanon@estudianteposgrado.ecosur.mx), Dr. Anaximandro Gémez Velasco (Teléfono:
967 130 36 37; Correo electronico: agv23@yahoo.com); Dr. Héctor Javier Sanchez Pérez
(Teléfono: 967 125 91 56; Correo electronico: hectorjaviersanchez@hotmail.com) y Dra.
Mercedes Flores Lopez (teléfono: 967 138  0899; Correo  electrénico:
mercedes.flores@gmail.com), y a quienes podré contactar en caso de dudas o de informacién
adicional que necesite con respecto a este estudio.

He leido —o me fue leida- la informacion que me fue proporcionada acerca del estudio. Tuve la
oportunidad de realizar preguntas acerca del mismo, y estas fueron respondidas
satisfactoriamente. De esta manera doy mi consentimiento para que me hijo/a o tutelado/a pueda
para participar en este estudio y entiendo que tengo el derecho a solicitar en cualquier momento,
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gue él/ella ya no participe méas en el estudio, ni que tampoco sus datos (personales, clinicos y de
laboratorio) sigan siendo utilizados, sin que ello afecte su derecho a recibir atencion médica por
parte de la Secretaria de Salud del Estado de Chiapas.

Nombre y firma o huella dactilar del participante

Fecha Dia/ Mes/ Afio

Para Testigos (en caso de que el/la participante no sepa leer y escribir):

He sido testigo de que, a la persona participante, padre/madre/tutor/a del nifio (a):

se le ha leido en su totalidad el documento de consentimiento informado y que la persona ha
tenido la oportunidad de hacer preguntas y, en su caso, éstas fueron contestadas
satisfactoriamente, por lo que confirmo que la persona ha dado su consentimiento a participar
libremente en el estudio.

Nombre y firma del testigo

Fecha (dia/mes/afio

He leido en su totalidad el documento de consentimiento informado al padre/madre/tutor/a del
nifio (a): , quien tuvo
la oportunidad de hacer preguntas y, en su caso, éstas fueron contestadas satisfactoriamente,
por lo que confirmo que el padre o tutor ha dado el consentimiento para que su hijo (a) o tutelado
participe en el estudio.

Nombre y firma del Investigador:

Fecha: (dia/mes/afno)
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