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Resumen

El objetivo del trabajo consistio en
disefiar y validar una PCR en formato
convencional que permita confirmar la
presencia o ausencia de Bordetella pertussis
y detectar otras especies del género, como
Bordetella parapertussis y Bordetella
bronchiseptica, que pudieran estar
involucradas en el cuadro clinico de
coqueluche. A tal fin se disefié una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) multiple
que amplifica una secuencia del promotor
del gen de Toxina Pertussis y otra del gen de
la Toxina Adenilato Ciclasa-Hemolisina. Se
validé la metodologia siguiendo esquemas
publicados anteriormente. Se optimizaron
las condiciones de la PCR. Se validé la
metodologia obteniéndose un limite de
deteccidon para ambas secuencias de 0,5
bacterias por reaccién. Se validd, ademas, la
especificidad y robustez de la técnica. Se
presenta una nueva herramienta diag-
ndstica optimizada y validada, que permite
detectar la presencia de las especies de
Bordetella mas frecuentemente involu-
cradas en el cuadro clinico de coqueluche.
Su uso combinado con alguna de las PCR
habituales en diagndstico, como la PCR
1S481, permite aumentar la sensibilidad del
diagndstico de esta enfermedad, la
especificidad del mismo discriminando los
resultados falsos positivos/negativos y
aumentar el conocimiento sobre los
agentes etioldgicos implicados en esta
patologia.

Palabras clave: Bordetella pertussis *
Bordetella parapertussis * Bordetella
bronchiseptica * reaccidén en cadena de la

polimerasa.

Introduccion

Pertussis o coqueluche es una
infeccién respiratoria aguda, altamente
contagiosa y particularmente grave en
menores de un afo. Se estima que esta
enfermedad inmunoprevenible, luego de
mas de 60 afios de vacunacion, aun produce
en el mundo 30 millones de casos por afio
con mas de 300 000 muertes (1) (2). El
principal agente etiolégico de esta
enfermedad es una bacteria gran negativa
perteneciente al género Bordetella
denominada Bordetella pertussis. Otra
especie del género, Bordetella paraper-
tussis, también causa la enfermedad,
aunque con menor frecuencia y general-
mente presenta cuadros mds leves (3).
Bordetella bronchiseptica es primaria-
mente un patégeno animal, pero también
puede causar infecciones en seres
humanos, generalmente en pacientes
inmunocomprometidos (4).

Recientemente, esta especie ha
sido asociada a cuadros similares a
pertussis, aunque generalmente con
evolucién clinica menos severa (5).
Bordetella holmesii, la ultima especie
descripta asociada a infecciones
respiratorias, se ha encontrado en sangre
de adultos jévenes y ocasionalmente en el
tracto respiratorio. Ha sido relacionada
también a cuadros similares a pertussis
aunqgue su impacto epidemioldgico en esta
patologiaainno se conoce (6) (7).

La presentacion clinica de pertussis
se caracteriza porla presenciade algunos de



los siguientes signos y/o sintomas: tos
paroxistica, estridor inspiratorio y vomitos
después de toser. Sin embargo, ésta puede
variar con la edad y el estado inmune del
paciente. Asi, los lactantes pueden
presentar apneasy cianosis sin otro sintoma
caracteristico de la enfermedad mientras
que los adolescentes y adultos, que aun
cuentan con cierta inmunidad, pueden
presentar sintomas mdas moderados e
incluso en algunos casos, tipicos. En la
enfermedad clasica, el diagndstico clinico
puede realizarse sin dificultad. Sin embargo,
en aquellos casos en los que la clinica dista
de la presentacién cldsica, se requiere de
confirmacién por el laboratorio (8). Lo
mismo ocurre cuando es necesario el
diagndstico etioldgico diferencial entre las
distintas especies de Bordetella (3). E
cultivo es altamente especifico y estd
considerado el estandar de oro pero su
sensibilidad es baja, la metodologia es
compleja y demora varios dias hasta tener
un resultado. La serologia es mds sensible y
especifica pero el requerimiento, en el
formato mas difundido en este medio, de
una muestra de la fase convaleciente, lo

hace un diagndstico tardio y de escasa
utilidad clinica (9). El desarrollo de la
tecnologia de amplificacion de acidos
nucleicos ha tenido un impacto significativo
en el diagndstico y manejo de muchas
enfermedades infecciosas (10), incluyendo
pertussis (11). En Argentina se utiliza
habitualmente una metodologia dirigida
especificamente a detectar ADN de B.
pertussis (12), dada la importancia
epidemioldgica de esta especie sobre las
demas. A pesar del buen desempefio de la
metodologia y el excelente aporte al
diagnéstico clinico, su especificidad impide
el conocimiento de la participacién de las
otras especies de Bordetella en el cuadro
clinico. Se han descripto metodologias que
amplifican otras regiones del genoma de
Bordetella spp como la secuencia
codificante de la toxina adenilato ciclasa-
hemolisina (13), la del gen de la porina (14)
(15), la secuencia de insercion 15481 (16), la
secuencia de insercién 1S1001 (17), la del
gen de flagelina (4), etc. Cada uno de estos
ensayos tiene especificidad variable para
una especie de Bordetella, por lo tanto si se
quiere obtener informacién sobre la

Antes de solicitar un
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presencia o no de otras especies relacio-
nadas a la patologia, deben realizarse varios
ensayos independientes. Recientemente se
han descripto algunos ensayos en formato
multiple, pero todos ellos basados en PCR
en tiempo real, con costos que dificultan o
impiden su aplicacién en este medio (18).

En este trabajo se presenta el
disefio y validacién de una PCR mudltiple en
formato convencional destinada al diag-
nostico clinico en muestras respiratorias. La
misma tiene la suficiente especificidad para
confirmar presencia o ausencia de B.
pertussis y a la vez la sensibilidad necesaria
para detectar otras especies del género
Bordetella (B. parapertussis y B. bronchi-
septica) que pudieran estar involucradas en
el cuadro clinico. Para ello se seleccion6
como uno de los blancos posibles la
secuencia promotora del gen que codifica
para la toxina pertussis, especifica para B.
pertussis, descartando la 15481 ya que,
aunque mas sensible, también estd
presente en B. holmesii (19) (20) y B.
bronchiseptica (15). Para el otro blancodela
PCR, orientada a la deteccion de las otras
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especies potencialmente involucradas en la
patologia, se eligid la secuencia del gen que
codifica para la toxina Adenilato Ciclasa-
Hemolisina (AC-Hly). Esta metodologia fue
descripta en 1993 por Douglas et al (13). La
misma permite la amplificacion de un
fragmento de 522 pares de bases (pb), lo
que la hace compatible con la amplificacion
multiple junto con la PCR del gen promotor
de toxina pertussis (191 pb).

Por otra parte, la evolucién de los
microorganismos con la aparicion de
secuencias polimoérficas, podria afectar la
especificidad e incluso la sensibilidad de las
distintas PCR. Estos parametros también
pueden verse afectados por errores
técnicos como en todo proceso analitico,
ademds de otras fallas relacionadas a los sis-
temas abiertos de deteccién de amplicones.
Los resultados falsos positivos y negativos
causados por polimorfismos en las
secuencias blanco, variaciones técnicas o
ambos, pueden evidenciarse mediante la
deteccion simultdnea de multiples
secuencias blanco (15), como en la
metodologia propuesta en este trabajo.

Materialesy Métodos

Cepas utilizadas y extraccion de
ADN: Las cepas a utilizar en los distintos
ensayos fueron repicadas en los medios
adecuados, a partir de los cuales se realizé
una suspension en agua bidestilada hasta
una turbidez equivalente al tubo 1 del
estdndar de Mc Farland. En el caso
particular de las cepas de Bordetella spp la
suspension se preparé a partir del
desarrollo bacteriano obtenido en placas de
agar Bordet Gengou (Difco, Sparks, MD,
EEUU) suplementado con sangre de carnero
15%, luego de 72 h de incubacién a 37 °Cy
de un repique posterior de 24 h en el mismo
medio y condiciones de incubacién. La
suspension se realizé en agua bidestilada. El
lisado para utilizar en las distintas
experiencias se realizé calentando las
suspensiones durante 10 min en bafio de
agua a 100 °C y centrifugando a 8000 x g
durante 5 min. Las cepas utilizadas como
controles positivos fueron: B. pertussis cepa
Tohama (CIP 8132), B. bronchiseptica cepa
HHH 2589 y B. parapertussis cepa HHH
3800.

La optimizacién de la PCR multiple
se realiz6 a partir del conocimiento de las
condiciones de las dos PCR originales.
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PCR de la secuencia promotora del
gen de toxina pertussis: Se utilizé la PCR
descripta por Grimprel et al en 1993 (12),
con algunas modificaciones realizadas en el
laboratorio por los autores (21). Este ensayo
amplifica la secuencia promotora del gen
que codifica para toxina pertussis,
obteniéndose una banda de 191 pb. Los
cebadores utilizados fueron:

Ptpl:5°
CCAACGCGCATGCGTGCAGATTCGTC3 y
Ptp2:5’
CCCTCTGCGTTTTGATGGTGCCTATTTTA3".

La PCR se llevd a cabo en un
volumen final de 20 pL, con concentra-
ciones finales de 50 mM de KCI (Fermentas
UAB, Vilnius, Lithuania), 10 mM Tris-HCI (pH
8,3) (Fermentas UAB, Vilnius, Lithuania), 2,5
mM de MgCIZ, (Fermentas, UAB, Vilnius,
Lithuania), 200 uM de cada deoxinucledtido
trifosfato (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU),
1,0 uM de cada cebador (Operon,
Huntsville, AL, EEUU) y 0,05 U/uL de Taq
polimerasa (Fermentas UAB, Vilnius,
Lithuania). Se utilizaron 3 pL de templado.
La amplificacién consistié en una primera
desnaturalizacién de 75 s a 94 2C, seguida
de 35 ciclos, cada uno de ellos compuesto
por 20sde desnaturalizaciona949C, 10sde
hibridaciéna 602Cy 15 s de elongaciéna 72
oC. La elongacion final fue de 30 s a 72 C.

PCR del gen codificante de
Adenilato Ciclasa-Hemolisina: se utilizaron
los reactivos y condiciones descriptos por
Douglas et al en 1993 (13). Este ensayo
amplifica el gen que codifica para la toxina
Adenilato Ciclasa—Hemolisina, obtenién-
dose una banda de 522 pb. La secuencia de
los cebadores utilizados fue la siguiente:

Acl:5’
ATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGTTAC3 y
Ac2:5’
GCCGATCACCTTGACCGCCTCGAAAT 3’

La PCR se llevd a cabo en un volu-
men final de 20 pL, con concentraciones
finales de 50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCl (pH
8,3), 2,5 mM de MgCl2, 200 pM de cada
deoxinucleétido trifosfato, 0,5 uM de cada
cebador y 0,05 U/uL de Taq polimerasa. Se
utilizaron 3 pL de templado. La ampli-
ficacidn consistié en una primera desna-
turalizacién de 2 min a 94 oC, seguida de 40
ciclos, cada uno de ellos compuesto por 25's
de desnaturalizacion a 94 2C, 10 s de

hibridaciéna 53 2Cy 20s de elongaciéna 72
oC. Laelongacidnfinal fue de 20sa 72 2C.

Puesta a punto de la PCR multiple
AC-Hly/PT (PCRAC-HIly/PT): se partié de las
siguientes condiciones y reactivos (22), que
son compatibles con las éptimas para cada
PCR individual. La PCR se llevé a cabo en un
volumen final de 20 uL, conteniendo
concentraciones finales de 50 mM de KCl,
10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 2,5 mM de MgCIZ,
200 uM de cada deoxinucledtido trifosfato,
0,5 uM de cada cebador y 0,05 U/uL de Taq
polimerasa. Se utilizaron 3 pL de templado.
La amplificacién consistié en una primera
desnaturalizacién de 2 min a 94 2C, seguida
de 40 ciclos, cada uno de ellos compuesto
por 25sde desnaturalizaciona 94 9C, 15sde
hibridacién a 56 2C y 20 segundos de
elongacion a 72 2C. La elongacion final fue
de20sa729C.

Analisis de los productos de PCR: los
productos de la PCR se analizaron en
corridas electroforéticas empleando geles
de agarosa al 2% (p/v) que contenian 0,5
pug/mL de bromuro de etidio (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EEUU). Las corridas se
realizaron a 120 V durante 20 min. Los
resultados se analizaron por visualizacién
del gel a la luz ultravioleta y fueron regis-
trados empleando una camara fotografica
digital Panasonic Lumix (Kadoma, Osaka,
Japén).

Procesamiento de muestras
clinicas: se utilizaron aspirados o hisopados
nasofaringeos procesados segun técnicas
descriptas previamente (21).

VALIDACION DE LA PCRAC-HLY/PT

Rango de trabajo: se utilizd la cepa
B. pertussis TOHAMA (Coleccidn Instituto
Pasteur, Paris, Francia, CIP 8132), en
diluciones que abarcaban desde 5x102 a
5x10-2 bacterias/reaccién. La prueba se
realizé por triplicado por dos operadores
distintos en tres dias distintos. Se determiné
el Limite de Deteccién para la PCR AC-
Hly/PT y para cada una de las PCR
individuales, PCR PT y PCR AC-Hly, en sus
condiciones propias. También fue
determinado el Limite de Corte mediante
sucesivas repeticiones del ensayo.

Selectividad: para la prueba de
Inclusividad se utilizaron 33 cepas de
Bordetella spp (20 B. pertussis, 8 B.



bronchiseptica y 5 B. parapertussis)
provenientes de aislamientos clinicos de los
laboratorios de los autores o de otros
laboratorios colaboradores. Para estimar la

®.
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reactivos que contenian sélo cebadores que
hibridan con la secuencia de PT y otra solo
cebadores que hibridan con la de AC-Hly. En
las condiciones estandar detalladas se
produjo adecuada amplificacion de las dos
secuencias seleccionadas.

Cuando se emplearon ambos
cebadores en la misma mezcla de reaccidn
para realizar la PCR multiple, se obtuvo
amplificacion de ambas secuencias. Sin
embargo, la intensidad de las bandas
indicaba un desempefio subdptimo de la
amplificacion en el formato multiple y porlo
tanto, la necesidad de mejorar la sensi-
bilidad de la reaccién. Con este objetivo se
analizaron los cambios posibles en las
condiciones de reaccién y se realizaron
distintas experiencias para evaluarlos. Las
modificaciones consideradas fueron:
distintos tiempos de elongacion, distintas
temperaturas de hibridacién, diferentes
concentraciones de cebadores de AC-Hly y
de PT, agregado de agentes adyuvantes
como dimetil sulféxido (DMSO) vy
seroalbdmina bovina (BSA), asi como
distintas concentraciones de Mg y de Taq
polimerasa (23). A continuacidn se detallan
los resultados obtenidos al modificar cada
una de las condicionesindicadas.

Tiempo de elongacion: Se cambid
de 20 a 30 segundos. La sensibilidad de la
PCR mejord significativamente en especial
en lo que se refiere al amplicon de la
secuencia correspondiente a AC-Hly.

Temperatura de hibridacién: se
realizdé una experiencia en la que se
emplearon distintas temperaturas cercanas
alas dptimas para cada par de cebadores. Se
determind que a 60 2C se obtiene la mayor
sensibilidad e intensidad de las bandas para
cadauno delosamplicones.

Con estas modificaciones las
condiciones de la PCR quedaron definidas
de la siguiente forma: una primera
desnaturalizacién de 2 min a 94 9C, seguida
de 40 ciclos, cada uno de ellos compuesto
por 25sde desnaturalizaciéna949C, 15sde
hibridacién a 602Cy 30 s de elongaciona 72
oC. Laelongaciénfinalfue de 20sa 72 9C.

Concentracion de los cebadores: se
diseflaron experiencias cuantitativas que
permitieran conocer la concentracién
Optima de cada uno en la solucidn final de
reaccion. La maxima sensibilidad se logré
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con cantidades equimoleculares de los 2
pares de cebadores, especialmente cuando
se utilizo 1 uL de cada uno, lo que equivale a
una concentracion final en el tubo de
reaccionde 0,5 uM.

Concentracion de cloruro de
magnesio: se realizd una experiencia
utilizando distintas cantidades de cloruro de
magnesio. El limite de deteccién no varid
con los cambios en la concentracidon de Mg
en el rango estudiado (2,0 a 3,0 mM); sin
embargo se pudo apreciar una baja en la
intensidad de las bandas a medida que la
misma disminuia. Se consideré como
concentracion 6ptima la de 2,5 mM ya que
con ella se logré una disminucién en la
intensidad de las bandas inespecificas sin
repercusion apreciable en la intensidad de
las bandas especificas.

Agregado de dimetil sulféxido: para
mejorar la sensibilidad general de la PCR, se
evalué el agregado de dimetil sulféxido
(Fluka-Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)
a la reaccidon en una concentracién de 5%.
Se observdé que la adicion de este
componente incremento el rendimiento de
la PCR, especialmente |la amplificacién de la
secuencia de AC-Hly.

Aumento de la concentracidon de
Taq Polimerasa: el aumento en la cantidad
de unidades de Taq polimerasa agregadas a
la mezcla de reaccion (de 1U a 1,5U por
reaccion) derivd en una mejoria en la
deteccion de muestras muy débilmente
positivas en la PCR PT y que hasta ese
momento no habian podido detectarse con
laPCR multiple.

Agregado de seroalbumina bovina:
para mejorar la sensibilidad de la reaccion
se probd el agregado de seroalbumina
bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU)
a la mezcla de reacciéon en una concen-
tracién de 0,5 pg/uL. Con este cambio se
detectaron muestras muy débilmente
positivas que eran negativas en las
condiciones anteriores.

En base a todas las experiencias
anteriores las concentraciones finales de los
reactivos de la PCR AC-Hly/PT quedaron
definidas de la siguiente forma: 50 mM de
KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 2,5 mM de
MgCl2, 200 uM de cada deoxinucledtido
trifosfato, 0,5 UM de cada cebador, 0,075
U/uL de Taq polimerasa, 5% v/v de dimetil

sulfoxido y 0,5 pg/uL de albdmina bovina.
Se utilizaron 3 pL de templado para un
volumen final de 20 pL.

VALIDACION DE LA PCRAC-HIY/PT

Rango de trabajo: Tanto las PCR
simples como las dos secuencias de la
multiple, presentaron el mismo limite de
deteccion de 0,5 bacterias por reaccién.
Esto indica que se lograron las condiciones
Optimas de la PCR multiple para conservar la
sensibilidad de las reacciones individuales
(Figura 1). Luego de sucesivas repeticiones
se obtuvieron idénticos resultados en la
banda de PT pero la de AC-Hly varié entre
0,5 y 5 bacterias por reaccién. De esta
forma, se concluye que el limite de
deteccion para PT coincide con el limite de
corte (0,5 bacterias por reaccién), mientras
que para AC-Hly el limite de deteccion
coincide con los anteriores pero el limite de
corte es de 5 bacterias por reaccion.
Algunas de las repeticiones y sus varia-
ciones se muestranen laFigura 2.

Selectividad: Al determinar la Inclu-
sividad, la totalidad de las cepas estudiadas
presentaron las bandas esperadas para el o
los genes correspondientes, al evaluar el
ADN equivalente a 103 UFC por reaccion.
Asi, las cepas de B. pertussis presentaron las
bandas de 191 pb y 522 pb, corres-
pondientes a la amplificacion de las secuen-
cias de PT y AC-Hly, respectivamente. En el
caso de B. bronchisepticay B. parapertussis,
se observé sélo la banda correspondiente a
AC-Hly (522 pb). Con respecto a la
Exclusividad, en su totalidad las cepas
presentaron ausencia de sefial para los dos
fragmentos gendmicos considerados, al
evaluar la PCR con una concentracion de
ADN correspondiente a 103 UFC por
reaccion. Algunos de estos resultados se
muestranenla Figura 3.

Robustez: las cuatro cepas estu-
diadas presentaron la sefial o sefiales
esperadas en un total de doce repeticiones
que incluyeron dos operadores, dos
termocicladores y realizadas en tres dias
distintos. Se demuestra asi que la PCR es
resistente al cambio de respuesta cuando se
introducen cambios deliberados tanto de
operador como de termociclador y se
realizan en tres dias distintos. Algunas de
esas experiencias con las distintas
situaciones citadas anteriormente, se
muestranenlaFigura4.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2%
(p/v) de los productos de las reacciones de
PCR PT, AC-Hly y multiple AC-Hly/PT. Limite
de deteccién para las tres PCR. Como
templado se utilizé el material obtenido de
la lisis de suspensiones de B. pertussis (cepa
Tohama) en concentraciones equivalentes a
5x102 a 5x10-2 bacterias/reaccion. Calle 1:
control negativo (agua bidestilada). Calle 2:
B. pertussis 5x102 bacterias/reaccion. Calle
3: B. pertussis 5x101 bacterias/reaccion.
Calle 4: B. pertussis 5x100 bacte-
rias/reaccion. Calle 5: B. pertussis 5x10-1
bacterias/reaccion. Calle 6: B. pertussis
5x10-2 bacterias/reaccion. Calle 7: Control
positivo (material obtenido de la lisis de una
suspension de B. pertussis, cepa Tohama).
Para la visualizacidn se empled bromuro de
etidioa 0,5 mg/mL.

o 530 P

EX2ph
191ph
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 2%
(p/v) de los productos de la reaccién de PCR
multiple AC-Hly/PT. Limite de corte. A a E:
distintas repeticiones. Como templado se
utilizé el material obtenido de la lisis de
suspensiones de B. pertussis (cepa Tohama)
en concentraciones equivalentes a 5x102 a
5x10-2 bacterias/reaccion. Calle 1: control
negativo. Calle 2: B. pertussis 5x102
bacterias/reaccion. Calle 3: B. pertussis

5x10:1 bacterias/reaccion. Calle 4: B.
pertussis 5x100 bacterias/reaccion. Calle 5:
B. pertussis 5x10-1 bacterias/reaccion. Calle
6: B. pertussis 5x10-2 bacterias/reaccion.
Calle 7: Control positivo. Para la
visualizacion se empled bromuro de etidio a
0,5mg/mL.

522ph
191pb

A

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 2% (p/v) de los productos de la reaccién de PCR
multiple AC-Hly/PT. Panel A: Prueba de Inclusividad. Calles 1 a 7: cepas de B. pertussis. Calle 8:
control negativo. Calles 9 a 11: cepas de B. pertussis. Calle 12: control positivo. Calles 13 a 18:
cepas de B. pertussis. Calle 19: control negativo. Panel B: Prueba de Inclusividad. Calles 1 a 4:
cepas de B. bronchiseptica. Calle 5: control negativo. Calles 6 a 8: cepas de B. bronchiseptica.
Calle 9: control positivo. Calles 10 a 14: cepas de B. parapertussis. Panel C: Prueba de
Exclusividad. Calle 1: control negativo. Calles 2 a 7: cepas 3 a 8. Calle 8: control positivo. Calles 9
al3:cepas10al4.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 2% (p/v) de los productos de la reaccién de PCR
multiple AC-Hly/PT. Prueba de robustez. Operador 1: A, By C. Operador 2: D, Ey F. Calle 1:
control negativo. Calle 2: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Calle 3: B. bronchiseptica.
Calle 4: B. parapertussis. Calle 5: B. pertussis. Calle 6: control positivo.

s
(L)

siph
I

Discusion y Conclusiones

En coqueluche, como en muchas
otras enfermedades infecciosas de alta
contagiosidad, un diagnodstico rapido es de
vital importancia. Especialmente porque
permite que el tratamiento antibidtico
tenga impacto en la reduccidon de los
sintomasy en el bloqueo de la diseminacion
del patéogeno (16). En este contexto es que
el diagndstico molecular basado en PCR
realiza un aporte invalorable a la vigilanciay
control de la enfermedad. Desde la
introduccién de esta metodologia para el
diagnéstico de coqueluche en 1989, se han
publicado distintas metodologias en mas de
100 trabajos. Se han usado como blanco en
las distintastécnicas a diferentes regiones

A B C
D E F

del genoma de Bordetella sp: secuencias de
insercion, gen de adenilato ciclasa, gen de
porina, secuencia promotora del gen de la
toxina pertussis, etc (16). A pesar del gran
adelanto que significé el aporte de la PCR al
diagnéstico, la metodologia no fue aun
completamente estandarizada.

Si bien existe un gran desarrollo de
PCR en tiempo real, los costos para paises
como la Argentina impiden su uso en el
diagndstico de rutina. Asies que las técnicas
de PCR en su formato convencional
mantienen plena vigencia y es necesario
avanzar en mejoras de las mismas. El
desarrollo y validacién de una PCR en
formato multiple implicaria un avance en
este sentido. Por un lado, podria disminuir

los falsos negativos debidos a la existencia
de variantes polimérficas o a errores téc-
nicos en el proceso analitico. Por otra parte,
permitiria ampliar el rango de especies
detectables.

La eleccidn de la secuencia blanco
es critica para cualquier ensayo de PCR. Es
deseable que, ademds de los beneficios
enunciados anteriormente, el uso de una
metodologia multiple brinde informacion
adicional sobre el o los agentes etioldgicos
presentes en la muestra estudiada. En el
caso de diagnostico de coqueluche, es
altamente recomendable que la com-
binacion de cebadores elegida permita la
deteccidon de las principales especies de
Bordetella que causan la enfermedad,
ademads de brindar informacién sobre la
presencia o ausencia de B. pertussis,
microorganismo que causa mas del 90% de
los casos.

En el presente trabajo se diseiid y
puso a punto una PCR multiple utilizando
como secuencia blanco a la secuencia
promotora del gen de la toxina pertussis ya
que es especifica para B. pertussis y el
laboratorio de los autores tiene amplia
experiencia con esta metodologia. Se
incluyé ademas, una secuencia interna del
gen que codifica para Adenilato Ciclasa-
Hemolisina ya que esta presente en las tres
especies mas frecuentes que causan
infecciones con sintomatologia compatible
con pertussis (B. pertussis, B. parapertussis
y B. bronchiseptica) y ademds puede
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compatibilizarse con la PCR anterior en un
formato multiple. Los tamafos de los
productos de amplificacion (191 pares de
bases parala PCR de la secuencia promotora
de toxina pertussis y 522 para la de
Adenilato Ciclasa-Hemolisina) son
claramente diferenciables en un gel de
agarosa. Adicionalmente, es posible
compatibilizar las temperaturas de
hibridacién de los distintos cebadores.

En este trabajo se optimizaron las
condiciones de reacciéon de la PCR multipley
luego la metodologia optimizada fue
validada. Este es un requisito indispensable
para que un método analitico pueda ser
aplicado al estudio de muestras en forma
habitual, dado que las caracteristicas de su
desempefio deben estar definidas y
adecuadamente aseguradas (24). Las
Normas ISO definen validacién como la
confirmacién obtenida mediante la
provision de evidencia objetiva, de haber
cumplido los requisitos particulares para un
uso pretendidoy especifico (24) (25).

En estos ensayos se ha podido
determinar que el desempefio en la
validacion de la PCR AC-Hly/PT fue 6ptimo
ya que se obtuvo un limite de deteccion
igual al de cada PCR realizada indivi-
dualmente. El mismo fue de 0,5 bacterias
por reaccion, lo que implica una excelente
sensibilidad para el diagnéstico de la
patologia.

Las pruebas de selectividad
permitieron corroborar el excelente
desempefio de la PCR, demostrando un
100% de resultados éptimos, tanto en los
ensayos de inclusién como en los de
exclusion.

Finalmente, qued6 demostrada la
robustez del ensayo obteniendo resultados
100% concordantes al variar el operador, el
equipo utilizado y realizando la
metodologia en tres dias diferentes. En total
se probdé para este pardametro el
desempefio de la PCR en doce situaciones
distintas.

En resumen, se presenta una nueva
herramienta diagndstica que puede
significar un aporte importante al desafio de
diagnosticar esta patologia. Su uso combi-
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nado con alguna de las PCR habituales en
diagndstico, como la PCR 15481, puede
aumentar la sensibilidad del diagnéstico de
coqueluche, la especificidad del mismo
discriminando los resultados falsos
positivos/negativos y aumentar el conoci-
miento sobre los agentes etioldgicos
implicados en la patologia.

Teniendo en cuenta la probable
presencia de agentes etioldgicos distintos
de B. pertussis, la posible presencia de
microorganismos con variantes polimér-
ficas en las secuencias blanco estudiadas y
la posible ocurrencia de errores técnicos, se
recomienda la utilizacion de esta PCR
multiple junto con la de 1S481, basandose
en el algoritmo diagnéstico que figura en la
Tablall.

En las primeras pruebas de la nueva
herramienta diagndstica con muestras
clinicas y utilizando los algoritmos
diagndsticos propuestos, se pudieron
detectar varios pacientes infectados con B.
parapertussis con cuadro clinico compatible
con coqueluche, ademas de otros pacientes
infectados con B. pertussis. Estos resultados
que a entender de los autores son los
primeros notificados sobre la circulacion de
B. parapertussis en Argentina, demuestran
la utilidad de la PCR desarrollada en este
trabajo.
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