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Introduccion

FAPap

- La tosferina es una infeccion respiratoria aguda causada por bacterias del
genero Bordetella (B. pertussis, B. parapertussis).

« Su comienzo es similar a otras infecciones respiratorias leves o fase
catarral, seguida de una fase paroxistica, con accesos de tos de
frecuencia a intensidad creciente, y una fase de convalecencia.

* Presenta una alta contagiosidad, desde el comienzo de la fase catarral
hasta las dos primeras semanas desde el inicio de la fase paroxistica
(unos 21 dias) o hasta después de cinco dias de haberse instaurado un
tratamiento antibiotico adecuado.

- Las manifestaciones clinicas varian con la edad y con el antecedente de
vacunacion, siendo los lactantes menores de seis meses los que
presentan una mayor morbimortalidad.

 Ni la infeccion natural ni la vacunacion confieren una inmunidad duradera.
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Datos de incidencia

FAPap

« En Espanfa, al igual que en otros paises con tasas de coberturas vacunales similares,
se ha producido un aumento de incidencia que afecta sobretodo a dos grupos de
edad: menores de seis meses (no vacunados/parcialmente vacunados) vy
adolescentes/adultos (disminucion con el tiempo de inmunidad natural/vacunal).

« Sin embargo, se cree que la incidencia es aun mayor, debido a la existencia de un
infradiagnostico y una infranotificacion importantes.

Fuente: RENAVE (declaracion numérica semanal), CMBD vy estadistica de mortalidad del INE. *Datos provisionales para 2014.
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Casos notificados, hospitalizaciones y mortalidad por tos ferina. Espafia, 1998-2014
Afo Casos notificados (RENAVE) Hospitalizaciones (CMBD) Defunciones (INE)
Casos Casos por 100 000 Hospitalizaciones Hospitalizaciones por Muertes Muertes por 100 000
habitantes 100 000 habitantes habitantes
1998 315 0,79 295 0,74 0 0
1999 416 1,04 361 0,90 0 0
2000 921 2,29 919 2,28 1 0,02
2001 379 0,93 424 1,04 1 0,02
2002 347 0,84 312 0,76 1 0,02
2003 551 1,31 362 0,86 1 0,02
2004 530 1,24 472 1,11 2 0,05
2005 304 0,70 343 0,79 1 0,02
2006 383 0,87 383 0,87 0 0
2007 554 1,23 422 0,94 4 0,09
2008 663 1,45 454 1,00 5 0,11
(o B 2009 538 1,17 366 0,80 3 0,07
2010 884 1,92 494 1,07 3 0,07
o 2011 3239 7,02 1057 2,29 8 0,17
(« R 2012 3439 7.045 711 154 6 0.13
m 2013 2342 5,02 749 1,61 4 0,09
q 2014~ 3332 7,17
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Diagnostico de tos ferina

FAPap

« En base al Protocolo de Vigilancia Epidemiolégica de Tos ferina, consideramos:
— Caso sospechoso: persona que cumple los criterios clinicos.

— Caso probable: persona que cumple los criterios clinicos y tiene vinculo
epidemioldgico con un caso confirmado.

— Caso confirmado: persona que cumple los criterios clinicos y microbiologicos.

* Los criterios clinicos de sospecha de tos ferina fueron actualizados por la Global
Pertussis Initiative en 2012:

Individuo con tos y sin fiebre

0-3 meses 4 meses-9 afios Mayor de 10 afios

/ \ ( \ ﬁl’os paroxistica no\

Tos y rinorrea, sin ﬁﬁipgroﬂs;igz, I<s)isn productiva de 14 o
fiebre, y uno de los ore y tes: aall mas dias, sin fiebre,
siguientes: gallo siguientes: 9.? 0 y uno de los
apnea, vomito aponsetﬁ,SiVC;I'ngO siguientes: gallo,
postusigeno, cianosis, (F:)onvulsi%nes’ apnea, episodios de
convglsmnes, empeoramiento sudoracion entre
neumonia, contacto nocturno. neumonia paroxismos, vomito
con tosedor de larga ’ ’ postusigeno,

2 contacto con tosedor .
evolucion de larga evolucion empeoramiento

\ / \ / \ nocturno j
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Diagnostico de tos ferina

FAPap

» Los criterios microbioldgicos incluyen al menos uno de los tres siguientes:
— Aislamiento de Bordetella pertussis en una muestra clinica (cultivo).

— Deteccion del acido nucleico de Bordetella pertussis en una muestra
clinica (técnicas de biologia molecular, PCR).

— Respuesta de anticuerpos especificos frente a Bordetella pertussis
(serologia).

« Criterio epidemioldgico: contacto con un caso de tos ferina confirmado por
laboratorio entre 6 y 20 dias antes del inicio de los sintomas.

En todos los pacientes que presenten criterios clinicos y/o epidemiolégico de
tos ferina debe realizarse confirmacion microbioldgica de la infeccion.
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Diagnostico de laboratorio

FAPap

« El cultivo es el método de referencia:
— Alta especificidad (97,1-99,7%).

— Baja sensibilidad que disminuye con el transcurso del tiempo, asi como con el
tratamiento antimicrobiano o la vacunacion previa.

— Requiere medios especiales e incubacion larga (7 y 14 dias), por lo que los
resultados podrian no estar disponibles a tiempo para tratar los casos agudos.

« La serologia:

— Precisa dos extracciones (en la fase aguda y en la fase de convalecencia) con un
intervalo de cuatro semanas entre las muestras, lo que no resulta de utilidad para
el diagnostico inmediato.

— Las pruebas serolégicas comercializadas no estan validadas clinicamente y no
permiten diferenciar la infeccion reciente de la pasada o de la vacunacion.

« La PCR en tiempo real:
— Mayor rapidez y sensibilidad de la técnica respecto al cultivo (hasta un 40% mas).

— La OMS y la CDC la incluyen en sus definiciones de “caso”. toma precoz de
decisiones terapéuticas y preventivas.

— Especificidad: tedricamente igual a la del cultivo.
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PCR a tiempo real. ;Qué se necesita?

FAPap

1. Disponer de hisopos adecuados para la toma de frotis nasofaringeos (FNF).
2. Realizar una toma de muestra adecuada.

3. Contar con la colaboracion del Servicio de Microbiologia de referencia en cada
caso, en cuya cartera de servicios deben estar incluidas las técnicas de biologia
molecular para la deteccion de material genético de Bordetella pertussis o
parapertussis.

« ¢ Cuales son los hisopos adecuados para realizar un FNF?
— Deben ser finos y flexibles.

— Los hisopos de dacron, rayon o nylon-flocked pueden
utilizarse.

— Los de algododn o alginato calcico no son adecuados.

— Los hisopos deben ser transportados en medio de
AMIES o medio de Stuart. En el caso de que la muestra
solo se utilice para PCR, puede enviarse en medio
transparente.

©AEPap. Copia para uso personal. En caso de reproduccion total o parcial, citar siempre la procedencia 7

o
M
(+
w
gi

l



FAPap

PCR a tiempo real. Toma de muestras
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¢, Como se realiza un frotis nasofaringeo?

En la consulta de AP, la muestra debe ser tomada por el pediatra o enfermera
de pediatria (en cualquier caso debe ser alguien instruido para su realizacion).

Debe utilizar guantes para evitar contaminaciones y mascarilla para prevenir
contagios.

El paciente debe elevar ligeramente la
cabeza (en posicion de olfateo) y con la
mano libre se eleva la piramide nasal.

El hisopo se introduce suavemente a
través de la fosa nasal, paralelo al suelo
de la misma, llegando a tocar la pared de
la nasofaringe.

Una vez llegado a este punto, se debe

ejercer un movimiento suave de rotacion
hacia ambos lados y se retira el hisopo.

Nasopharynx
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PCR a tiempo real

FAPap

- Esta técnica debe ser realizada en el Servicio de Microbiologia de referencia
en cada centro.

« EIl proceso de deteccion del genoma del agente infeccioso se desarrolla de
manera habitual en dos etapas:

— Extraccion y purificacion de los acidos nucleicos de las muestras clinicas:
en el mercado se encuentran disponibles gran cantidad de sistemas de
purificacion de acidos nucleicos. Se debe realizar el procedimiento de
purificacion siguiendo las instrucciones del fabricante y partir del volumen
de muestra recomendado.

— Reaccion amplificacion—deteccion: existen diversos métodos y equipos
comerciales para la determinacion de los acidos nucleicos de Bordetella
pertussis y parapertussis que han sido aprobados para diagnostico in
vitro. La mayoria de ellos estan basados en tecnologia de PCR a tiempo
real (mayor rapidez en la obtencion de resultados, mayor sensibilidad y
menor riesgo de contaminaciones [falsos positivos] que la convencional),
pudiéndose utilizar incluso en pacientes que han recibido tratamiento
antibiotico previo.
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PCR a tiempo real. Limitaciones

FAPap

* Los resultados del ensayo de deteccion de ADN de Bp/Bpp deben interpretarse en el
contexto clinico de cada paciente.

 La sensibilidad de la técnica disminuye significativamente a partir de la 3.2-4.° semana
desde el inicio de los sintomas, por lo que la toma de la muestra se debe realizar en las
tres primeras semanas desde el inicio de la tos.

* Es fundamental realizar una correcta toma de la muestra.
* Falsos positivos:
— Dianas detectables en otras especies de Bordetella.
— Contaminacién por aislamientos o por amplificados de laboratorio).
*  Falsos negativos:
— Muestra o frotis inadecuados.
— Recogida de la muestra a partir de la tercera semana del inicio de los sintomas.
— Presencia de inhibidores en la muestra.
— Dano del ADN bacteriano durante el procesamiento.
— Infeccidn por cepas con mutaciones/inserciones/supresiones en la diana.
— Problemas técnicos.

* Hasta ahora no se ha estandarizado la técnica a utilizar y la sensibilidad y la especificada
puede variar entre laboratorios, por lo que es importante conocer la técnica utilizada en
cada centro y sus limitaciones.
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Conclusiones

FAPap

« La tos ferina es una infeccién cuya incidencia ha aumentado en los ultimos anos,
con importantes consecuencias de morbimortalidad en los pacientes menores de
seis meses.

« Los cambios epidemiologicos y de estrategias vacunales acontecidos en los
ultimos afnos hacen que el pediatra deba estar especialmente vigilante en el
diagnédstico de esta infeccidn, por lo que el papel del pediatra de AP es
fundamental.

« El tener a su disposicion medios adecuados y rapidos para el diagndstico es
necesario para:

— Poder determinar la incidencia real de esta enfermedad.
— Parala instauracion de un tratamiento adecuado.

— La realizacion de estudios de contactos que corten la cadena de transmision
epidemioldgica de la enfermedad, previniendo la aparicion de nuevos casos.

 En este sentido la utilizacion de técnicas de PCR a tiempo real en muestras
respiratorias (FNF) tomadas en la consulta de AP puede ser clave para
conseguir estos objetivos.
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