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RESUMEN

Introduccion: B. pertussis es el agente causal de la tosferina, una enfermedad altamente
contagiosa del tracto respiratorio humano. A pesar de la vacunacion, continda
reemergiendo. Se han sugerido algunos factores para explicar su reemergencia, tales
como: a) la introduccion de la vacuna acelular, b) la circulacion de genotipos emergentes
gue presentan una alta expresion de factores de virulencia y c¢) la circulaciéon de
aislamientos con alta produccion de biopelicula. Con el objetivo de explicar la
reemergencia de la enfermedad en México, se realizO una caracterizacion de de
aislamientos circulantes de B. pertussis colectados en del 2008 al 2014. Metodologia:
La tipificacion de los genes ptxP, ptxAl, prn, fim2, fim3, se realiz6 por PCR y
secuenciacion y la expresion de los genes fimB y bipA se evalu6 por qPCR. Se analiz6 la
produccion de FIM2/FIM3, FHA, ACT, BPS y BipA por ELISA. La produccion de
biopelicula se evalué por el método de cristal violeta y la arquitectura de la biopelicula 'y
la autoagregacion se determind por microscopia confocal laser de barrido. Experimentos
adicionales fueron realizados, se evalud la adhesion bacteriana a acélulas epiteliales
A549 de pulmoén de humano. Ensayos de colonizacién fueron realizados utilizando
ratones C57BL/G Jackson. Resultados y conclusiones: Los aislamientos analizados
pertenecen a dos genotipos hipervirulentos: ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 y ptxP3-
ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1. El serotipo FIM3 fue desplazado en el 2011 por el FIM2. La
mayor parte de los aislamientos son fuertes productores de biopelicula y su produccién
estd asociada con la autoagregacion bacteriana y la alta produccion de la FHA y BPS.
Se detectd un incremento en la produccion de BPS, a través de los afios. La FHA es
necesaria para la adhesion a células epiteliales A549 y para formacion de biopelicula. La
alta produccion de la FHA y BPS, en un efecto combinado, aumentan la adhesién
bacteriana a células A549. La produccion de BipA podria tener un efecto inhibitorio de

la autoagregacion bacteriana en B. pertussis.
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ABSTRACT

Introduction: Bordetella pertussis is the causal agent of pertussis or whooping cough, a
highly contagious disease of the human respiratory tract. Despite vaccination, pertussis
is still resurging. Several factors has been suggested to try to explain the resurgence,
such as: a) introduction of the acellular vaccine, b) the circulation of emerging
genotypes which present high expression of virulence factors, and 3) the circulation of
hyperbiofilm producer isolates. In order to explain the pertussis resurgence in Mexico,
we performed the characterization of B. pertussis isolates collected from 2008 to 2014.
Methodology: genotyping of ptxP, ptxAl, prn, fim2, and fim3 genes was performed by
PCR and sequencing and the expression of the genes fimB and bipA was evaluated by
gPCR. The production of FIM2/FIM3, FHA, ACT, BPS and BipA was determinated by
ELISA. The biofilm production was evaluated by the crystal violet method and the
biofilm architecture and bacterial autoaggregation was determined by confocal
microscopy. Additonal experiments were performed: adhesion assays were assessed
using A549 lung human epithelial cells and we used the rat strain C57BL/G Jackson for
bacterial colonization. Results and conclution: The analyzed isolates belong to two
different hypervirulent genotypes: ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 y ptxP3-ptxAl-prn2-
fim2-1-fim3-1. Changes over time in serotype FIM2/FIM3 were detected. Most of the
isolates are hyperbiofilm producers and its production is associated with bacterial
autoaggregation and high FHA and BPS production. An increase in the BPS production
was detected through the years. The FHA is necessary for adhesion to A549 epithelial
cells and biofilm formation. The high FHA and BPS prodution, in a synergy, increase
the bacterial adhesion to A549 epithelial cells. The production of BipA could have an

inhibitory effect of bacterial autoaggregation in B. pertussis.
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1. INTRODUCCION

Bordetella pertussis es el agente etiologico de la tosferina, una enfermedad
altamente contagiosa y prevenible por vacunacion del tracto respiratorio humano
(Mattoo et al. 2005).

La vacunacion contra la tosferina se inicié en México en 1954 con el uso de una
vacuna de células completas inactivadas (wP), sin embargo, debido a los efectos
secundarios, se introdujo una vacuna acelular (aP), que incluye los toxoides de la toxina
de pertussis (PTX) y la hemaglutinina filamentosa (FHA) como antigenos protectores

contra la enfermedad (Suérez et al. 2012).

A pesar de la cobertura de vacunacién, la tosferina continta reemergiendo y ha
permanecido como la quinta causa de muerte de las enfermedades prevenibles por
vacunacion, en nifios menores de cinco afios de edad (Ulloa y Avila 2008).
Particularmente en estado de Nuevo Ledn, México se ha reportado un incremento en el
namero de casos de tosferina y dos brotes ocurridos, en el 2009 y 2012 (Direccion
General de Epidemiologia 2018).

Varias causas han sido sugeridas para tratar de explicar la reemergencia de la
enfermedad en distintos paises, tales como: a) baja cobertura de vacunacion, b)
disminucion de la inmunidad generada por vacunacion, ¢) implementacion de métodos
de diagnostico de la enfermedad mucho maés sensibles, d) introduccion de vacuna

acelular (Warfel et al. 2014), asi como €) adaptacion del patégeno (Mooi et al. 2014).

Se ha demostrado que los aislamientos circulantes actuales presentan
variaciones alélicas en los genes de los principales factores de virulencia. Tal es el caso
de los aislamientos ptxP3, los cuales presentan un polimorfismo de un solo nucleétido
(psn) en el promotor de la PTX (Mooi et al. 2009). Estos aislamientos se han asociado
con altos niveles de expresion de la misma, y se han diseminado en paises de Europa,

Norte y Sudamérica y Australia (de Gouw et al. 2014).



Interesantemente, se han detectado aislamientos que carecen de la expresion de
alguno de los antigenos vacunales. Los aislamientos pertactina (PRN) negativos han
emergido en paises en donde la PRN es incluida en la vacunacion acelular, tales como
Estados Unidos de América (EUA) y Australia (Pawloski et al. 2014; Safarchi et al.
2016). De la misma manera, se han detectado aislamientos esporadicos que carecen de la
expresion de la FHA (Xu et al. 2019). Por su parte, cambios temporales en el serotipo de
fimbria (FIM) han sido reportados en la mayoria de paises (Vorringe y Vaughan 2014).
Esto ha llegado a sugerir que los aislamientos circulantes de B. pertussis se han adaptado

rapidamente para tratar de escapar a la inmunidad generada por vacunacién acelular.

Por otro lado, se ha demostrado que los aislamientos circulantes actuales de B.
pertussis son fuertes productores de biopelicula. Este fenotipo se ha asociado
fuertemente con una potenciada colonizacion en tracto respiratorio murino y se ha
sugerido, podria contribuir a la persistencia, transmision y continua circulacion del

microorganismo (Arnal et al. 2015; Cattelan et al. 2017).

Con el objetivo de tratar de explicar las posibles causas de la reemergencia de
la tosferina en México, se realizd la caracterizacion genotipica y fenotipica de los
aislamientos circulantes de B. pertussis colectados en un periodo de ocho afios, tanto de
casos positivos de tosferina como de contactos asintomaticos y se evalud su posible

impacto derivado de los cambios de vacunacion.



2. ANTECEDENTES

2.1. Tosferina o pertussis

La tosferina es una enfermedad respiratoria aguda y altamente contagiosa del
tracto respiratorio humano que es causada exclusivamente por B. pertussis (Matoo y
Cherry 2005). Se transmite facilmente via aerosol, al inhalar las particulas de tos y/o
estornudos generadas por personas infectadas con el microorganismo (Melvin et al.
2014). El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), ha clasificado a
la tosferina como una enfermedad reemergente, causando picos epidémicos en distintos
paises, cada 3 a 5 afios (Mooi et al. 2000). Afecta principalmente a infantes y nifios
menores de cinco afios de edad. Sin embargo en los ultimos afios, se ha detectado un
aumento en el numero de casos en adolescentes y adultos, quienes representan la

principal fuente de transmision hacia los menores no vacunados (Kilgore et al. 2016).

2.2. Manifestaciones clinicas de la enfermedad

La tosferina se manifiesta con presentaciones clinicas atipicas o variables en
infantes y adultos. Por el contrario, la sintomatologia clinica de la enfermedad es
caracteristica en nifios de 1 a 9 afios de edad, y puede estar dividida en tres etapas o
fases: i) fase catarral, ii) paroxismal y iii) de convalecencia. La fase catarral es el periodo
mas contagioso de la enfermedad y tiene un tiempo de duracién aproximado de 7 a 14
dias. En esta fase se presentan manifestaciones clinicas semejantes a aquellas causada
por el virus del resfriado comdn, incluyendo: rinorrea, lagrimeo, tos leve y febricula. Por
su parte, la etapa paroxismal tiene un periodo de duracién variable de entre una a diez
semanas Yy se caracteriza por tos continua y repetida con 5 a 10 episodios y una sola
exhalacion forzada, acompafiada de un estridor. Entre otros sintomas de la fase se
encuentran: cianosis, hemorragias conjuntivales, salivacion, lagrimeo, apnea vy
distension de las venas del cuello. Ocasionalmente puede presentarse la produccion de
expectoracion purulenta y vomito post-tusivo. La fase paroxismal puede disminuir

gradualmente y cesar, o bien, persistir durante mas tiempo y entrar a una fase de



convalecencia. La enfermedad puede tomar un curso mas serio en infantes, en donde las
bacterias logran diseminarse a los pulmones causando bronquiolitis necrosante y
hemorragias alveolares. Complicaciones comunes tras la tosferina incluyen: neumonia y
otitis media por infecciones secundarias, convulsiones, encefalopatia (Matoo y Cherry
2005; Kilgore et al. 2016), sinusitis y pérdida de peso (de Serres et al. 2000).

2.3. Descripcion del agente causal

B. pertussis, un patdgeno estricto de humano, son cocobacilos que miden de 0.2
a 0.3 um de ancho y de los 0.5 a los 0.8 um de largo y al microscopio pueden observarse
de forma aislada o en parejas. Son aerobios estrictos, Gram negativos e inmdviles con
una temperatura optima de crecimiento de entre 35 a 37 °C (Hegerle y Guiso 2014;
Garrity et al. 2006). Las colonias de B. pertussis se pueden observar en agar carbon como
pequefas gotas color plateado, lisas, ligeramente convexas, con bordes regulares y olor
caracteristico de hipoclorito a los 3 dias de crecimiento; raramente exceden los 3 mm de
diametro (Garrity 2006). Mientras que en agar Bordet-Gengou (BG) se observan como
colonias blanquecinas, brillosas, lisas, ligeramente convexas, con bordes regulares y
dependiendo la cepa, pueden observarse hemoliticas con un tamafio de aproximadamente
2-3 mm de diametro. En un perfil bioquimico B. pertussis es oxidasa y catalasa positivos
y da resultados negativos para crecimiento en agar MacConkey, citrato de Simmons,
urea de Christensen, reduccion de nitratos y no muestra pigmentacion en agar soya
tripticasa (TSA), caracteristicas principales que ayudan a su diferenciacion con otras

especies de este género (Garrity 2006).

2.4. Factores de virulencia de Bordetella pertussis

La colonizacion exitosa del tracto respiratorio por parte de B. pertussis se logra
gracias a una produccion regulada de distintos factores de virulencia. La mayoria de
estos factores pertenecen a cuatro grupos de genes, los cuales se encuentran regulados
por un sistema de dos componentes (BvgAS), dando lugar a tres fases fenotipicas

distintas: una fase no virulenta Bvg, una intermedia Bvg' y una virulenta Bvg* (Deora et



al. 2001; Cummings et al. 2006; Decker et al. 2012; Melvin et al. 2014). La fase Bvg*
del microorganismo esta caracterizada por la expresion de genes de clase | y I, que
derivan en la produccion de adhesinas y toxinas tales como: la PTX, FHA, las proteinas
FIM2, FIM3, la PRN vy la toxina adenilato ciclasa (ACT), principalmente (Melvin et al.
2014).

Relative expression level

Bvg phase | Bvg' phase | Bvg® phase
(ex'vivo) : (transmission?) ! (in'vivo)
1 1

Figura 1. Nivel de expresion de los genes regulados por el sistema BvgAS en las
distintas fases fenotipicas de B. pertussis (Melvin et al. 2014).

2.4.1. Toxina de pertussis

La PTX fue uno de los primeros factores de virulencia caracterizados en B.
pertussis. A pesar de que cumple un papel importante en la patogénesis, se ha
demostrado que la tosferina resulta de la produccion coordinada de mdaltiples factores de
virulencia (Locht et al. 2001). La PTX es una toxina tipo AB, ADP-ribosiladora de 106
kDa, también conocida como factor promotor de la linfocitosis, y es exclusivamente
expresada por B. pertussis. Consta de cinco subunidades, de la S1 a la S5, las cuales son
codificadas por los genes ptxA-ptxE, respectivamente. Dichos genes se en encuentran
regulados por el promotor ptxP. Se ha demostrado que la S1 presenta las funciones
toxicas y cataliticas y es encargada de generar la respuesta inmunoldgica (Sutherland et
al.2011; Melvin et al. 2014). Debido a esto, ha sido utilizada como antigeno principal

para la elaboracion de vacunas alrededor del mundo (Hegerle y Guiso, 2014).



2.4.2. Hemaglutinina filamentosa

La FHA es una de las principales adhesinas secretadas por B. pertussis. ES
codificada y regulada por la expresion de los genes fhaB-fhaC principalmente, y consta
de una masa molecular de 220 kDa (Tuomanen et al 1986; Smith et al. 2000). Su
principal funcién es la de la adhesion inicial a las células epiteliales del tracto
respiratorio humano, iniciando el ciclo patogenico de la enfermedad. Sin embargo
también, promueve la fagocitosis de B. pertussis por macrofagos y neutrofilos
polimorfonucleares y suprime la liberaciéon de 1L-12 (Inatzuka et al 2005; Mazar et al.
2006). Estudios realizados han sugerido que la FHA promueve la adhesion célula-célula
y la formacion de biopelicula de B. pertussis mediante la formacién de micro colonias
(Serra et al. 2011). Recientemente, se ha sugerido una asociacién entre la alta expresion
de la FHA con el alto indice de autoagregacion bacteriana y formacién de biopelicula en

aislamientos circulantes de B. pertussis (Cattelan et al. 2017).

2.4.3. Proteinas fimbriales

Las fimbrias también conocidas como pili o aglutindégenos en B. pertussis, son
protrusiones en la superficie bacteriana con la principal funcion de adhesion (Smith et al.
2000). B. pertussis contiene en su genoma los genes que codifican para la expresion de
dos principales proteinas fimbriales (fim2 y fim3), sin embargo el microorganismo puede
expresar la fimbria tipo 1 (FIM1), la fimbria tipo 2 (FIM2) o ambas, dando lugar un
serotipo (Mooi et al. 2000). Su masa molecular es de 22 y 22.5 kDa, respectivamente
(Heck et al. 1996). El serotipo expresado depende de una regulacion a nivel
transcripcional, la cual involucra el cambio de la activacion del promotor entre los dos
genes en un proceso conocido como fase de variacién. Los promotores de los genes fim2
y fim3 presentan un tramo rico en citosinas. La insercion o delecién de residuos de “C”,
es la principal fuente de variacion de la expresion de estas proteinas (Willems et al.
1990; Smith et al. 2000). Se ha demostrado que las proteinas FIM2 y FIM3 son

componentes importantes que contribuyen a la colonizacion de la mucosa en las vias



respiratorias inferiores (Kilgore et al. 2016). Las proteinas fimbriales son altamente
inmunogénicas (Frances et al. 2012) y han sido incluidas en la vacunacion acelular en
distintos paises. Importantes cambios en el serotipo de fimbria han sido detectados en
los aislamientos circulantes, como posible consecuencia de la adaptacion del

microorganismo al amplio uso de la vacuna acelular (Van Gent et al. 2015).

2.4.4. Toxina adenilato ciclasa

La ACT es una hemolisina formadora de poros, perteneciente a la familia de las
proteinas RTX (Repeats-in-Toxin) (Smith et al. 2000). Esta proteina es codificada por el
gen cyaA, dando lugar alrededor de 1706 residuos de aa y una masa molecular de 175 a
220 kDa. Por otro lado, su secrecion esta regulada por la expresion de los genes cyaB-
cyaD (Glaser et al. 1988). Entre las principales funciones atribuidas se encuentran la
inhibicion de la migracion y activacion de fagocitos, bloqueo de la induccion del éxido
nitrico bactericida de los macréfagos asi como la supresion del efecto citotoxico de los
neutrofilos y monocitos (Sakamoto et al. 1992; Hewlett et al. 2006). Interesantemente en
el 2017, se demostré que el dominio N-terminal catalitico de la ACT interactla
directamente con el dominio C-terminal de la FHA, llevando a la inhibicién de la
produccion de biopelicula en B. pertussis (Hoffman et al. 2017). Resultados consistentes
han sido encontrados recientemente. Se ha demostrado que los aislamientos circulantes
productores fuertes de biopelicula presentan niveles significativamente menores de
produccion de ACT, comparados con aquellos no productores de biopelicula (Cattelan et
al. 2017). Por lo anterior, la ACT ha sido considerada como uno de las proteinas

inhibidoras de formacion de biopelicula, en B. pertussis (Cattelan et al. 2015).

2.4.5. BPS polisacérido de B. pertussis

El polisacarido BPS de B. pertussis es una molécula antigénica y
bioquimicamente similar a el poly-B-1,6-N-acetilglucosamina (PNAG o PGA) del grupo
de los polisacéridos producidos por distintas especies bacterianas. ElI operén bpsABCD
codifica la maquinaria para la sintesis del mismo. Se ha demostrado que el BPS



polisacarido en B. pertussis promueve la colonizacion y formacion de biopelicula in
vitro, asi como en septo nasal funcionando como adhesina (Conover et al. 2010).
Ademas incrementa la colonizacion en pulmon, confiriendo proteccidn contra la muerte
bacteriana mediada por el complemento del sistema inmunoldgico (Ganguly et al. 2014).
Estudios recientes han demostrado que los aislamientos circulantes de B. pertussis
expresan altos niveles del gen bpsA en células planctonicas y se ha asociado fuertemente
con la autoagregacion bacteriana y la fuerte formacion de biopelicula (Cattelan et al.
2017).

2.4.6. Proteina BipA

La proteina bipA (Bvg- Intermediate Phase protein A), es una proteina
codificada por el gen bipA y es méaximamente expresada en la fase bvg' (Stockbauer et
al. 2001) y en bajos niveles en la fase bvg" de B. pertussis (Gouw et al. 2014). Su
expresion da lugar a una proteina de alrededor de 1,308 aa y se localiza fuera de la
membrana externa de la célula bacteriana. Su dominio C-terminal, el cual es diferente
entre especies de Bordetella, esta expuesto al medio ambiente, mientras que su dominio
espaciador de membrana es seguido por varias repeticiones de alrededor de 90 aa. Se ha
demostrado que la proteina bipA de Bordetella bronchiseptica (RB50) no es requerida
para la colonizacion en el tracto respiratorio de conejo, asi como también, no es
necesaria para la autoagregacion bacteriana (Stockbauer et al. 2001; Fuchslocher et al.
2003; Vergara-Irigaray et al. 2005). Por el contrario en B. holmesii se ha asociado
previniendo a autoagregacion bacteriana y promoviendo la formacion de biopelicula
(Hiramatsu et al. 2014). Por otro lado, estudios protedmicos han demostrado que durante
el modo de biopelicula de B. pertussis se expresan hasta 3 veces mas de 11 proteinas, en
comparacion con cultivos de células planctonicas. Interesantemente la proteina bipA, es
una de las méas abundantes durante esta fase fenotipica (de Gouw et al. 2014). A pesar
de esto, no se ha demostrado el efecto de la proteina bipA en la autoagregacion

bacteriana y formacion de biopelicula de B. pertussis.



2.4.7. Biopeliculas

Las biopeliculas se definen como poblaciones o comunidades de
microorganismos que crecen adheridos a una superficie inerte o de tejido vivo y que
presentan caracteristicas distintas a aquellos que se encuentran de forma libre o
planctonica (Doyle 2001). La formacion de biopeliculas representa una de las
principales estrategias de crecimiento que permite a las células sobrevivir en ambientes
hostiles, asi como también dispersarse para colonizar nuevos nichos (Hall-Stoodley et al.
2004). En una biopelicula los microorganismos se encuentran protegidos por una matriz
extracelular, la cual, estd compuesta de una mezcla de macromoléculas que pueden
incluir exopolisacaridos, proteinas y ADN, el cual puede provenir de células lisadas o

bien de su liberacion mediante vesiculas de membrana externa (Whitchurch et al. 2002).

B. pertussis puede formar biopeliculas in vitro y en el tracto respiratorio y se ha
sugerido que este proceso contribuye al éxito de la infeccion (Sloan et al. 2007; Conover
et al 2010). Existen pocos estudios acerca de la formacion de biopeliculas de B.
pertussis. Sin embargo, se ha demostrado que la excrecion de ADN es crucial para su
formacion en B. pertussis (Conover et al. 2011). Por otro lado se ha demostrado que el
polisacarido Bps de este microorganismo promueve la colonizacion y formacion de
biopeliculas en la nasofaringe (Conover et al. 2010). Interesantemente, un estudio
reciente mostro que la proteina bipA, es potencialmente expresada en biopeliculas de B.
pertussis y se ha sugerido podria tener un papel muy importante en la formacién de
biopeliculas durante la infeccion (de Gouw et al. 2014). Desde otra perspectiva, se
demostro que aislamientos colectados de una poblacién mostraron una alta produccién
de biopelicula en comparacion con una cepa referencia de B. pertussis, Tohama I. Los
andlisis protedmicos revelaron la proteina bipA fue altamente expresada durante esta
fase fenotipica (Arnal et al. 2015). Otro estudio realizado incluyé aislamientos
circulantes recientes de B. pertussis colectados de EUA y Argentina. Interesantemente,
todos los aislamientos presentaron una produccion de biopelicula significativamente
mayor que la cepa referencia Bp536 (derivada de Tohama 1I). Esto ha llegado a

cuestionar si los aislamientos circulantes se han adaptado a la vacunacion mostrando una



produccion alta de biopelicula o bien, las cepas vacunales utilizadas como referencia h
perdido la habilidad de produccién de la misma.

2.5. Vacunacion y reemergencia de la enfermedad

2.5.1. Vacunacion contra la tosferina

En México la vacunacion contra la tosferina se inicio en 1954 con el uso de una
vacuna de células completas inactivadas (wP) y fue usada en un esquema de cinco dosis
por mas de 50 afios (Suarez et al. 2010). Su aplicacion en infantes llevé a una
disminucion significativa en la incidencia de la enfermedad (Guiso 2009). Sin
embargo, su alta reactogenicidad y eficacia variable llevaron al desarrollo e

introduccion de una vacuna de componentes acelulares (aP).

A pesar de que la primera aP se desarroll6 en 1981 en china (Sato et al. 1981),
no fue aplicada en México hasta el 2007. En la actualidad todas las vacunas acelulares
autorizadas contra la tosferina contienen el toxoide de la PTX como antigeno
principal en combinacion con uno o mas antigenos vacunales como la FHA, la PRN, y
las proteinas FIM2 y FIM3 (Hegerle y Guiso 2014). En México el esquema de
vacunacion actual contra la tosferina esta dirigido a infantes y nifios preescolares y
comprende de la aplicacion de cincos dosis vacunales. Las primeras cuatro
corresponden a una vacuna acelular pentavalente (DTaP/Hib/IPV) en donde se incluye
laPTX yla FHA como antigenos protectores y debe ser aplicada a los 2, 4, 6 y 18
meses de edad. Esta vacuna protege ademas contra la difteria, tétanos, poliomielitis y
Haemophilus influenzae tipo b. La quinta y Gltima dosis corresponde a un refuerzo
con una vacuna de células completas inactivadas, DPwT (difteria, tosferina y
tétanos), en donde se incluyen las cepas vacunales Bpl34, Bp509, Bp6224 y
Bp25525 de B. pertussis y debe ser aplicada a los 4 afios de edad (SSNL 2014). En el
2012, se incluyd un unico refuerzo con la vacuna aP, para aquellas mujeres que se
encuentran entre las 27 y 36 semanas de gestacion, con la finalidad de proteger al
infante los primeros dos meses de vida (figura 2).

an
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Figura 2. Esquema de vacunacion inicial y actual en México dirigido a infantes y
nifos menores de cinco afos de edad (SSNL, 2016).

2.5.2. Epidemiologia de la tosferina

La tosferina es una enfermedad endémica de paises tanto desarrollados como en
desarrollo (Kilgore et al. 2016). A pesar de la vacunacion, se estima que anualmente
ocurren 50 millones de casos de tosferina alrededor del mundo y aproximadamente
300,000 muertes se encuentran asociadas a dicha enfermedad (Cattelan et al. 2016).
Ademas, continua siendo la quinta causa de muerte de las enfermedades prevenibles por
vacunacion en nifios menores de cinco afos de edad (11%), seguido de muertes causadas
por: Streptococcus pneumoniae (28%), sarampion (21%), rotavirus (16%) y H.
influenzae tipo b (15%) (Ulloa y Avila 2008).

Particularmente, en Nuevo Leon, México se ha detectado un aumento en el
numero de notificaciones de tosferina desde la introduccion de la vacuna acelular al
esquema de vacunacion, con dos brotes ocurridos en el 2009 y 2012. La incidencia de
la enfermedad aument6 de 0.18 en el 2007 a 4.45 para el 2009. Mientras que para el
2012 se alcanzdé la tasa de incidencia estatal mas alta, de hasta 5.59 (casos por cada
100,000 habitantes) (Suarez et al. 2012).
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Figura 3. Incidencia de los casos positivos de tosferina por afo en el estado de
Nuevo Ledn, Mexico, del 2003 al 2014 (Direccion General de Epidemiologia
2018). La incidencia se encuentra reportada por cada 100,000 habitantes. wP: vacuna
de células completas, aP: vacuna acelular.

2.5.3. Causas de la reemergencia de la enfermedad

Distintas causas han sido sugeridas para tratar de explicar el incremento en el
numero de casos de la enfermedad, a traves de los afios. Entre estas se encuentran la baja
cobertura de vacunacion (Esposito et al. 2019), asi como la implementacion de
metodologias de diagndstico de la enfermedad, que presentan mayor sensibilidad y
especificidad para la diferenciacion de las especies de Bordetella (Tatti et al. 2008; Tatti
etal. 2011).

Datos de la epidemiologia molecular sugieren que la vacunacién con wP, ha
Ilevado a la aparicion de aislamientos que presentan variaciones alélicas en los genes de
los principales factores de virulencia del microorganismo (Mooi et al 2014).
Particularmente, los aislamientos ptxP3, presentan un psnh en la posicién -75 del
promotor de la PTX, y se han asociado fuertemente con una alta expresion de la misma
(Mooi et al 2009), asi como con una enfermedad mas severa (Clarke et al. 2016). En tan
solo 10 afos, las cepas ptxP3 han remplazado casi completamente a las antes
predominantes ptxP1 en Europa. Ademas, se han diseminado globalmente y han

emergido en paises de Norte y Sudamérica y Australia (Mooi et al. 2009; Octavia et al.
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2011; Miyaki et al. 2013) y fueron asociadas con los brotes ocurrido en Holanda y
Autralia (Daan de Gouw et al. 2014).

Diversos estudios han demostrado que los aislamientos circulantes expresan
proteinas distintas a las utilizadas como antigenos vacunales, sugiriendo que pueden
escapar a la inmunidad generada por vacunacion (Van Gent et al. 2012; Miyaji et al.
2013). Se han encontrado variaciones alélicas en regiones genéticas de relevancia
antigénica en la S1 de la Ptx. Hasta la fecha se han reportado 11 alelos distintos del gen
ptxAl por genotipificacion por secuenciacion. Ademas, recientemente se han reportado
aislamientos esporadicos que carecen de expresion de la Ptx y de otros antigenos, tales
como la FHA y la PRN (Bouchez et al. 2009; Xu et al. 2019). sugiriendo que esto pueda

tener un impacto en la efectividad de la vacunacion.

Interesantemente, en el 2014 fue demostrado que la vacunacion acelular protege
contra el desarrollo de la enfermedad, sin embargo no protege contra la colonizacion y
trasmision del microorganismo (Warfel et al. 2014). Aunado a esto, tres afios mas tarde
fue determinado que los aislamientos circulantes de B. pertussis son fuertes productores
de biopelicula y por primera vez se ha sugerido esta propiedad fenotipica podria
contribuir a una mayor colonizacion, transmision y circulacion del microorganismo en

poblaciones vacunadas (Cattelan et al. 2017).

A pesar de la de la vacunacion, la tosferina continda reemergiendo en México,
sin embargo, las causas no han sido determinadas. Por lo anterior, resulta de gran
importancia caracterizar genotipica y fenotipicamente los aislamientos circulantes de B.
pertussis de México y evaluar su impacto en la reemergencia de la enfermedad.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de la cobertura de vacunacion en México, la tosferina continda reemergiendo
causando brotes epidémicos. Debido a esto, resulta de gran importancia conocer la
epidemiologia molecular de los aislamientos circulantes de B. pertussis, asi como

caracterizar su fenotipo de biopelicula, y evaluar su posible impacto con la reemergencia
de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

Los aislamientos circulantes de B. pertussis de México presentan variaciones
alélicas en los genes que codifican para los principales factores de virulencia y alta

produccion de biopelicula.
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5. OBJETIVO ESPECIFICO

Caracterizar genotipicamente aislamientos circulantes de B. pertussis del estado de
Nuevo Leodn, México, evaluar la produccion de biopelicula y la expresion de factores de

virulencia asociados.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Genotipificar los genes ptxP-ptxAl-prn-fim2/3 en aislamientos circulantes
Serotipificar las proteinas fim2/3
Evaluar y caracterizar la produccién de biopelicula

M w0 D e

Evaluar la expresion de factores de virulencia asociados a biopelicula
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Declaracion de ética

Una coleccion de n=352 aislamientos de B. pertussis, asi como su informacion
epidemioldgica, fueron donadas por del Laboratorio de Infecciones Respiratorias
Agudas Bacterianas y Pertussis del Laboratorio Estatal de Salud Pdblica de Nuevo Leon

perteneciente a la Secretaria de Salud de Nuevo Leon (SSNL), México.

Este estudio se realiz6 en conformidad con los requisitos del Comité de Etica de
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
de Nuevo Ledn (Aprobacion GA17-00001). Datos epidemiolégicos y demograficos de
los pacientes fueron incluidos como parte de un diagnéstico de laboratorio de rutina. Por
lo tanto, no se requirié consentimiento informado. La experimentacion con animales se
Ilevé a cabo de acuerdo a las pautas aprobadas por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de la Universidad Estatal de Ohio, Columbus, Ohio, Estados Unidos
de América.

6.2. Aislamientos clinicos y cepas utilizadas en este estudio

Un total de 352 aislamientos circulantes de B. pertussis fueron colectados
previamente a partir de casos positivos de tosferina y contactos asintomaticos en Nuevo
Ledn, México, de la semana epidemioldgica (SE) 52 del 2006 a la SE 52 del 2014. Los
aislamientos fueron identificados como B. pertussis siguiendo las recomendaciones
establecidas para la identificacién y diferenciacion de especies de Bordetella
establecidas por el CDC (Tatti et al. 2011). Se incluy6 informacién epidemiologica de
los pacientes tales como caso/contacto, género, edad, estado de vacunacion y tratamiento

prescrito.

Ciento trece aislamientos de B. pertussis previamente seleccionados para

tipificacion por Electroforesis en Gel por Campos Pulsados (EGCP) fueron
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seleccionados para la tipificacion de las secuencias ptxP-ptxA del gen de la PTX y para
serotipificacion de las proteinas FIM2/FIM3 (técnica de muestreo simple estratificado
por afos utilizando un segundo ciego, nivel de confianza = 99%, intervalo de confianza
= 10). La seleccion incluyd un aislamiento del 2007, 11 del 2008, 23 del 2009, 4 del
2010, 13 del 2011, 24 del 2012, 16 del 2013 y 21 del 2014. Un aislamiento al azar,
pertenecientes a cada una de las clonas (clona A) y subtipos (A1, A2 y A3) previamente
detectados por EGCP, fueron seleccionados para tipificacion de los genes prn-fim2-fim3
que codifican para las proteinas PRN, FIM2, FIM3, respectivamente. Para llevar a cabo
la evaluacion y caracterizacion de biopelicula de los aislamientos de B. pertussis, se
seleccionaron al azar dos aislamientos de cada afio (2008-2014). Una cepa wild type
Bp536, derivada de la cepa vacunal Tohama I, dos aislamientos clinicos de EUA: STO1-
SEAT0004 y GMT1, asi como seis cepas mutantes de B. pertussis: AbvgS, AbpsABCD,
Afha, AcyaA, AbipA, y una cepa mutante de B. bronchiseptica: RB50A5, fueron
gentilmente donadas por el Laboratorio del Dr. Rajendar Deora del Departamento de
Inmunologia e Infeccidbn Microbiana de la Torre de Investigacion Biomédica,
perteneciente a la Universidad Estatal de Ohio, Columbus, OH, EUA. La informacion de
cada una de las cepas se encuentra detallada en la tabla 2.

6.3. Tipificacion de las secuencias ptxP-ptxAl-prn-fim3-fim3

6.3.1. Condiciones de cultivo

Para llevar a cabo la tipificacion de las secuencias ptxP-ptxAl-prn-fim3-fim3,
cada uno de los aislamientos clinicos seleccionados fueron cultivados en placas con agar
carbén (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA) enriquecido con sangre de carnero
desfibrinada (5%, v/vt, CTR Cat. no. 158731, SS100) y suplementado con cefalexina a
una concentracion final de 0.04 ug/mL™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Los
aislamientos fueron incubados a 37 °C con alto grado de humedad, durante 96 h.
Alrededor de 10 UFC de cada uno de los aislamientos fueron tomadas y resuspendidas
en tubos tipo Eppendorf (capacidad de 1.5 mL), conteniendo 200 pL buffer TE 1X (Tris
HCI 10 mM, y EDTA 1mM, pH 8) y fueron almacenadas de manera inmediata a -80 °C.
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6.3.2. Extraccion de ADN total

La extraccion de ADN total se realizd en cada uno de los 113 aislamientos
seleccionados mediante la técnica de fenol-cloroformo. Para ello, cada una de las
suspensiones bacterianas fue descongelada a temperatura ambiente durante 10 min para
posteriormente agregar 150 ug de lisozima (Sigma Aldrich, Cat. No. L2879) y dejar
incubar a 37 °C por 2 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 200 pL de
buffer TE 1X (Tris HCI 10 mM, y EDTA 1mM, pH 8) con SDS (1%, p/v!) y 6 uL de
proteinasa K (10 mg/mL™ en buffer TE 1X, Bioline, USA Inc., Boston, MA. E.U.A,,
Cat. No. BI0-37037) y se dejaron incubar a 55 °C durante 2 h. Un total de 250 uL de
fenol saturado, 250 puL de SEVAG (cloroformo y alcohol isoamilico, relacion 24:1) y
100 pL de TE 1X fueron agregados a cada uno de los viales y se mezclaron
vigorosamente por inversion durante 5 min. Posteriormente, los viales fueron
centrifugados a 14,000 rpm durante 8 min. La fase acuosa fue transferida a un vial nuevo
y estéril. Nuevamente, se agregaron Un total de 250 uL de fenol saturado, 250 uL de
SEVAG y 100 uL de buffer TE 1X, se mezclaron durante 5 min y se centrifugaron a las
mismas condiciones. La fase acuosa fue transferida a un vial nuevo y estéril, se
afiadieron 2.33 volumenes de etanol absoluto y se mezclaron cuidadosamente hasta
observar la formacion de la hebra. EI ADN se dejo precipitar a -20 °C durante 2 h.
Finalmente, el pellet fue obtenido mediante centrifugacion a 14,000 rpm por 5 min para
después realizar dos lavados con etanol grado molecular al 70% (v/v!). EI ADN de cada
uno de los aislamientos se dejo secar durante toda la noche a temperatura ambiente. Al
siguiente dia, el pellet fue resuspendido en 100 pL de buffer TE 1X y cada una de las

muestras fue almacenada a -80 °C para su uso posterior.

6.3.3. Amplificacion de los genes ptxP-ptxS1-prn-fim2-fim3

La amplificacion de los genes ptxP-ptxAl-prn-fim2-fim3 fue llevada a cabo

utilizando los oligonucledtidos enlistados en la tabla 1.
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Tabla 1. Lista de oligonucleotidos para la amplificacion de los genes ptxP-ptxAl-
prn-fim2-fim3.

Gen Secuencia Tamano* Referencia
ptxP | PPF (5’-AATCGTCCTGCTCAACCGCC-37) 554 Mooi et al.
PPR (5’-GGTATACGGTGGCGGGAGGA-3’) 2009
ptxA | S1F (5’~-TAGGCACCATCAAAACGCAG -3’) 857 Fry et al.
S1R (5-TCAATTACCGGAGTTGGGCG - 37) 2001
prn | AF (5'-GCCAATGTCACGGTCCAA-3’) 1,400 Mooi et al.
BR (5'-CGGATTCAGGCGCAACTC-3’) 1998
fim2 | fim2-F(5-ACCCATGCAAATCCCTTTCCAACGC-3’) 676 Zhang et al.
fim2-R(5'-GGGGGTTGGCGATTTCCAGTTTCTC-3%) 2010
fim3 | fim3-F(5'-ATGTCCAAGTTTTCATACCCTGCCT-3%) 673 Zhang et al.
fim3-R(5-TTCGTCTCCTGACGCCGCGTAGCGG-3’) 2010

*: Tamario en pares de bases (pb)

Para llevar a cabo las amplificaciones de cada uno de los genes, se utilizd una
mezcla de reaccion con dNTP’s (0.2 mM), MgCl, (25 mM) y 1 U de Ampli Taq
Polimerasa (Bioline USA, Inc EUA) y aproximadamente 200 ng de DNA total. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1) Para los genes ptxP, ptxA, fim2 y
fim3, un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, 35 ciclos consistiendo de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento a 54 °C por 1 min y extension a 72 °C
por 1 min, con una extension final de 72 °C por 5 min. Para el gen prn, un ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C por 5 min, 30 ciclos consistiendo de desnaturalizacion a 95 °C
por 5 min, alineamiento a 54 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 1.5 min, con una

extension final de 72 °C por 10 min.

Un total de 5 pL de cada uno de los productos fueron cargados en un gel de
agarosa al 1% (p/vY). Los productos se dejaron correr a 120 V por 1 h y 30 min en una
camara electroforética (Thermo Maxicell Primo, Ec-340), utilizando TBE 0.5X (Tris-
borato 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0) como buffer de corrida y un marcador de peso
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molecular de 200 a 10,037 pb (HyperLadder ™ 1, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.
Cat. No. BIO-33025). Como control negativo de amplificacion se utilizé la mezcla de
reaccion sin ADN y como control positivo, ADN genomico de la cepa wild type Bp536
de B. pertussis. Las bandas fueron observadas en un transiluminador empleando un foto-
documentador UVP Biolmaging Systems, EpiChemi 3 Darkroom; las imagenes se
documentaron en formato digital mediante el software Labworks. Todos los productos

gue mostraron un tamafio esperado fueron purificados para su posterior secuenciacion.

6.3.4. Purificacion de los productos amplificados

Una vez que se confirmo la amplificacion del producto esperado se procedio a
realizar la purificacion del material genético por el método de precipitacion con etanol.
Para ello, se transfirieron 50 pL de producto amplificado a un vial tipo Eppendorf
(capacidad de 2 mL) el cual contenia 5 uL de acetato de sodio (3 mM, pH 4.6) y 100 pL
de etanol al 95% (v/v!). La mezcla se homogeniz6 con un agitador tipo vortex y se
mantuvo a -20 °C durante 40 min. Posteriormente, se centrifugd a 14,000 rpm por 15
min y se descart6 el sobrenadante. El pellet se dejo secar a temperatura ambiente durante
toda la noche. Al dia siguiente se resuspendié en 50 uL de agua grado molecular estéril

para su posterior secuenciacion.

6.3.5. Secuenciacion de productos y analisis

Los productos purificados fueron secuenciados en MACROGEN Korea. Una
vez obtenidas, las secuencias fueron alineadas y analizadas utilizando el software
Biological sequence alignment editor (Bioedit) v7.0.5. Las secuencias control de los
genes amplificados fueron obtenidas a través del uso de Busqueda y Alineamiento Local
Basico (BLAST) que se encuentra disponible en la plataforma del NCBI.
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6.4. Serotipificacion de fim2/fim3

La serotipificacion de las proteinas fimbriales (Fim2/Fim3) fue realizada
mediante la técnica de ELISA con ensayos independientes para cada uno de los
antigenos buscados. El ensayo fue evaluado en cada de uno de los aislamientos
previamente seleccionados para los ensayos de genotipificacion. La cepa wild type
Bp536 y el aislamiento clinico de EUA (STO1-SEATO0004), fueron utilizados como
controles positivos para fim2 y fim3, respectivamente. Por otro lado, la mutante AbvgS
fue utilizada como control negativo de produccion. Para ello, un total de 1x10® UFC
ajustados en PBS 1X, fueron cargados a cada uno de los pocillos de placas ELISA de
alta union (Corning, Cat. No. 9018) y se dejaron incubar a 4 °C durante toda la noche. Al
dia siguiente, las suspensiones bacterianas fueron removidas y las placas fueron lavadas
tres veces con buffer PBST (PBS-0,05% y Tween 20, v/vl). El bloqueo se realizd
agregando 100 pL de leche descremada al 5% (v/v'!) en PBST a cada uno de los pocillos
e incubando a 37 °C, durante 1 h. La solucion de bloqueo fue removida y las placas
fueron lavadas tres veces con PBST. Un volumen de 100 pL del anticuerpo primario
(mouse anti-fim2, y anti-fim3, MyBioSource, Cat. No. MBS1499657, MBS1490603,
respectivamente), diluido (1:1000) en leche descremada al 5% (v/vl) en PBST fue
agregado a cada uno de los pocillos. Las placas fueron nuevamente incubadas a 37 °C
durante 2 h y lavadas tres veces con PBST. Un total de 100 uL de una solucién de
anticuerpo secundario (goat anti-rabbit, ABCAM, Cat. No. ab6721, dilucion 1:1000)
conjugado con peroxidasa de rabano, fueron agregados a cada uno de los pocillos,
dejando incubar las placas a temperatura ambiente, durante 1 h. Siete lavados fueron
realizados utilizando buffer PBST y 100 uL de TMB fueron agregados a cada uno de los
pocillos. Las placas se dejaron incubar a temperatura ambiente, en la obscuridad, durante
5-10 min. La reaccion se finalizo agregando 50 uL. de H2SOs (2N). Finalmente la
absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de placas ELISA (SpectraMax® 13X,
Molecular Devices). Dos ensayos independientes fueron realizados incluyendo tres
replicas experimentales en cada uno. Tres pocillos con PBS 1X fueron incluidos como
blanco. Diferencias estadisticas fueron obtenidas mediante one-way ANOVA y Tukey

posttest para multiples comparaciones en un paquete estadistico GraphPad Prism v8.
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6.5. Evaluacidn y caracterizacion de la produccion de biopelicula

6.5.1. Cepas clinicas y condiciones de cultivo

Dos aislamientos de B. pertussis fueron seleccionados por afio (2008-2014)
para la evaluacion de la formacion de biopelicula y andlisis de factores de virulencia

asociados. Los aislamientos clinicos asi como las cepas control se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2. Aislamientos clinicos seleccionados y cepas control utilizadas para la
evaluacion y caracterizacion de la produccién de biopelicula y analisis de factores
de virulencia.

Cepao Ano/lugar de
aislamiento . g Descripcion Referencia
) aislamiento
circulante
STO1- 2012/EUA  Aislamiento circulante de EUA, fuerte Cattelan et al
SEAT0004- productor de biopelicula '
2017
USA
Bp536 - Cepa referencia de laboratorio, Sm',

derivada de Bp Tohama I, productora Cattelan et al.

. h ] 2017
normal de biopelicula, Sm",
AbpsABCD - Cepa mutante, deleciébn del gen Conover et
bpsABCD, defectiva para formacion de
i ; al. 2010
biopelicula, Sm
Bp369 - Cepa mutante, avirulenta, delecion del ,
. S Weiss et al.
gen bvgS, defectiva para formacion de
Y - h 1984
biopelicula y auto agregacion, Sm
Afha - Cepa mutante, derivada de Tohama I,
delecion cromosomal del gen estructural Serra et al
fhaB, defectiva para la produccién de 2011 '

FHA, adhesion a células epiteliales y
autoagregacion bacteriana

AcyaA - Cepa mutante de B. pertussis, delecion Carbonetti et
del gen cyaA, defectiva de la produccion al. 2005
de la ACT '

AbipA - Cepa de B. bronchiseptica mutante,
delecion de la region promotora +17 a
+59 del promotor de bipA. Defectiva para eI ANl
la produccion de bipA

224-8 2008/México Portador asintomatico, 50 afios, VND Este estudio

440-8 2008/México Portador asintomatico, 17 afios, VND Este estudio

385-9 2009/México Caso positivo de tosferina, 3 meses, 1 .
dosis aP Este estudio
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161-9 2009/México Caso positivo de tosferina, 1 dosis aP Este estudio
458-10 2010/México Caso positivo de tosferina, 35 afios, 1 .
. Este estudio
dosis wP
809-10 2010/México Portador asintomatico, 21 afios, VND Este estudio
1500-11 2011/México Cas_o positivo de tosferina, 3 meses, 1 Este estudio
dosis aP
425-11 2011/México Cas_o positivo de tosferina, 3 meses, 1 Este estudio
dosis aP
400-12 2012/México g;:i(; positivo de tosferina, 2 meses, 0 Este estudio
770-12 2012/México g::i(; positivo de tosferina, 7 meses, 0 Este estudio
888-13 2013/México Caso positivo de tosferina, 1 mes, 0 dosis  Este estudio
879-13 2013/México Caso positivo de tosferina, 7 meses, 3 .
. Este estudio
dosis aP
19-14 2014/México Caso positivo de tosferina, 2 meses, 0
dosis, Este estudio
1364-14 2014/México g::i(; apF?snlvo de tosferina, 3 meses, 1 Este estudio

Sm': resistente a estreptomicina, VND: vacunacién no determinada.

Los aislamientos clinicos y cepas control fueron sembrados en agar Bordet-
Gengou (BG) enriquecido con sangre de carnero desfribrinada al 10% (v/v') y glicerol
al 1% (v/vt) y fueron incubadas a 37 °C por 96 h, con alto grado de humedad. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién, se tomaron alrededor de 10 UFC de un cultivo
puro y se inocularon en tubos de poliestireno estériles (capacidad de 15 mL) conteniendo
3 mL de caldo Stainer-Scholte (SS) suplementado con heptakis (2,6-bi-O-metil-p-
ciclodextrina) a una concentracion de 0.1 mg/mL™ y se dejaron incubar por 37 °C por 24
h en rotacién constante (80 rpm), (Roller Drum Eppendorf, New Brunswick™, model:
TC-2).

6.5.2. Ensayo de formacion de biopelicula
Posterior al periodo de incubacion, las células fueron centrifugadas a 3,600 g
durante 10 min. El pellet bacteriano se resuspendi6 en medio SS sin heptakis ajustando a

densidad dptica de 1.0 (DOsoo= 1.0; ~1.0x10° UFC/mL). Una vez realizado, se colocaron
100 pL (~1.0x10® UFC/mL) de la suspension bacteriana en una placa tipo ELISA de 96
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pocillos con fondo plano y se dejo incubar a 37 °C por 4 h en condiciones estaticas, con
la finalidad de permitir la adhesion bacteriana inicial. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las células no adheridas fueron removidas cuidadosamente por pipeteo y se
agregaron 100 uL de medio SS sin heptakis a cada uno de los pocillos. Las placas se
dejaron incubar a 37 °C por 96 h en agitacion constante (100 rpm). Cada 24 h el medio

fue reemplazado cuidadosamente por medio SS fresco sin heptakis.

6.5.3. Fijacion, tincion y cuantificacion de la biopelicula

Las células adheridas fueron fijadas y tefiidas siguiendo el protocolo
previamente establecido por O’Toole y Kolter (O'Toole GA et al.1998). La biopelicula
fue lavada cuidadosamente con 100 puL de PBS 1X (Gibco) estéril y se dejo secar
durante 15 min. Un volumen de 200 pL de metanol absoluto fueron agregados a los
pocillos dejandose incubar durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez finalizado,
las placas se dejaron secar dentro de una campana de flujo laminar. Posteriormente, se
agregaron 200 pL de tincion de cristal violeta a una concentracion de 0.05% (p/v?') y
dejo6 incubar a temperatura ambiente por 10 min en condiciones estaticas. El exceso de
colorante fue removido realizando tres lavados con 100 uL de agua mili g estéril (libre
de DNAsa). A fin de despegar la biomasa adherida, se agregaron 200 uL de &cido
acético al 96% (v/vl) y se dejo incubar a temperatura ambiente, durante 10 min y en
agitacion constante (100 rpm). La cantidad de biopelicula fue medida en un lector de
placas ELISA (SpectraMax® i3x, Molecular Devices) utilizando el software SoftMax
Pro 7.0.2. a una DO de 590 nm. Las cepas mutantes AbpsABCD y AbvgS fueron
utilizadas como controles negativos de produccién de biopelicula. Por el contrario, la
cepa wild type Bp536 (productora de biopelicula) y la cepa previamente caracterizada
STO1-SEATO0004-USA (productora fuerte de biopelicula) fueron utilizadas como
controles positivos de produccion. Se realizaron tres ensayos independientes con 6
réplicas experimentales cada uno. Las diferencias estadisticas fueron calculadas a traves
de one-way ANOVA y Bonferroni posttest en un paquete estadistico GraphPad Prism
V8.
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6.5.4. Determinacion de la composicion de biopelicula

El ensayo fue llevado a cabo en placas de poliestireno de 96 pocillos con fondo
plano y tapas de baja evaporacion siguiendo la metodologia descrita por Cattelan N. y
col. (2016). Para ello, las biopeliculas maduras de 96 horas de incubacion fueron lavadas
con 100 pL de agua destilada estéril y libre de DNAsa. Posteriormente, se agregaron 200
uL de cada uno de los tratamientos: 1) NalO2 (40 mM) para la remocion de polisacarido
(diluido en H.O estéril, libre de DNAsas), 2) Proteinasa K (Invitrogen, No. Cat. No.
25530-031) para remocion de proteinas, a una concentracion de 1 mg/mL™ en buffer de
Tris HCI (10 mM, pH 7.5), CaCl, (20 mM) y glicerol al 50% (v/v'!), 3) DNAsa | (EC
3.1.21.1) (Sigma Aldrich, San Luis, MO, E.U.A., Cat. No. D5025) a una concentracién
de 40 U/mL* en buffer de Tris HCI (10 mM, pH 7.5), MgCl, (10 mM) y CaCl (0.5
mM), para remocion de DNA. Como controles, biopeliculas maduras fueron tratadas con
200 uL de cada uno de los buffers (figura 4). Las placas se dejaron incubar a 37 °C por 2
h en condiciones estaticas. Posteriormente, las biopeliculas fueron tefiidas siguiendo la
metodologia de tincion con cristal violeta, previamente descrita. La biomasa adherida
fue detectada en un lector de placas ELISA (SpectraMax® i3x, Molecular Devices)
utilizando el software SoftMax Pro 7.0.2 a una DO de 590 nm. El porcentaje de
desprendimiento de biopelicula fue calculado por diferencia con respecto a los controles
utilizados. Dos ensayos independientes fueron realizados con 6 réplicas experimentales

para cada uno de los tratamientos.
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Tratamiento con Proteinasa K (1 mg/ml) Tratamiento control con buffer Tris HC1
en buffer Tris HCI (10 mM, pH 7.5), (10 mM, pH 7.5), CaCl, (20 mM) y
CaCl, (20 mM) y glicerol (50%). glicerol (50%).

Figura 4. Estrategia experimental para la evaluacion de composicion de biopelicula
de los aislamientos clinicos. a) Biopelicula con tratamiento enzimatico (proteinasa K o
DNAsa) o con NalO2, b) biopelicula control tratada con el buffer/H2O. El ensayo fue
realizado por sextuplicado para cada uno de los aislamientos. La cepa Bp536 y la
mutante AbpsABCD fueron utilizadas como controles positivo y negativo de produccién
biopelicula, respectivamente. El blanco corresponde al medio de cultivo utilizado sin
inéculo.

6.6. Transformacion de aislamientos clinicos

Con la finalidad de analizar la arquitectura de las biopeliculas de los aislamientos
de B. pertussis mediante microscopia confocal, se seleccionaron tres aislamientos
clinicos al azar (395-9, 425-11, 888-13) y se incluyd la cepa wild type Bp536 para la
preparacion de cepas electro competentes y transformacion con el plasmido pGBSp1-
GFP (Cattelan et al. 2017).

Se tomaron alrededor de 10 UFC de un cultivo joven en agar BG y se colocaron
en 3 ml de caldo SS enriquecido con heptakis y se dejaron incubar a 37 °C por 24 h en
rotacion constante (80 rpm). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 un
cultivo secundario en 50 mL de medio SS enriquecido con heptakis, ajustandose a una
densidad odptica inicial de 0.2 (DOeoo) y se dejaron incubar a 37 °C en agitacion
constante (100 rpm) hasta alcanzar una DOgoo=3 (~30 h). Una vez realizado, los cultivos
fueron colocados asépticamente en un tubo de vidrio estéril para centrifuga, con
capacidad de 150 mL y se dejaron centrifugar a 8,000 g durante 20 min a 4 °C. El pellet

fue homogenizado y lavado cuidadosamente con 50 mL de agua mili q estéril fria y se
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centrifugd nuevamente a las mismas condiciones. El pellet fue lavado y centrifugado a
las mismas condiciones una vez mas. Finalmente, las células fueron homogenizadas en

500 pL de glicerol (10%, v/v) estéril y fueron congeladas a -80 °C.

Un total de 20 ng del plasmido pGBSp1-GFP fueron mezclados con 100 ul de
una suspension bacteriana electro competente y se dejaron incubar en hielo por
aproximadamente 10 min. La mezcla fue agregada a una cubeta de electroporacién
estéril de 0.2 cm de espacio (Gene Pulser®/MicroPulser, BioRad, Catalog No. 165-
2086) y se sometid a electroporacion con pulso eléctrico de 2.5 Kv y 25 F. Rapidamente
se agregd 1 mL de medio SS enriquecido con heptakis, con la finalidad de permitir la
recuperacion de las células y se dejaron incubar a 37 °C por 1 h en rotacion constante
(80 rpm). Posteriormente, placas BG enriquecido con sangre de carnero y suplementadas
con kanamicina (25 pg/mL™?) fueron utilizadas para la recuperacion de las células
exitosamente transformadas. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 4 dias. Todas
aquellas UFC resistentes a kanamicina fueron seleccionadas para los ensayos de

microscopia confocal.

6.6.1. Analisis de la arquitectura de las biopeliculas

Alrededor de 10 UFC de un cultivo joven de cada uno de los aislamientos
transformados, fueron tomadas e inoculadas en 3 ml de caldo SS enriquecido con
heptakis y suplementado con kanamicina (25 pg/mL?) y se dejaron incubar a las
condiciones previamente descritas. Cultivos secundarios fueron realizados con una
densidad Optica inicial de 0.2 y fueron incubados a las mismas condiciones. Las
biopeliculas fueron realizadas en cubre objetos (22 x 22 cm) (Fisher Scientific,
Fisherbrand™, catalog number: 12-542B), dentro de placas de poliestireno de seis
pocillos (Costar® 6-well Clear, Life Sciences, Cat. No. 3736) siguiendo la metodologia
descrita por Cattelan N. y col. (2018), con ligeras modificaciones. Para esto, cultivos
secundarios fueron ajustados a una DOgoo=1 en medio SS sin heptakis y un volumen de
1 mL de la suspension fue agregada a cada uno de los pocillos, tratando de cubrir por

completo el cubre objetos de vidrio. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 4 h con el
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objetivo de permitir la adhesion bacteriana a la superficie de vidrio. Posteriormente, las
células no adheridas fueron removidas cuidadosamente por pipeteo y 1 mL de medio SS
fresco sin heptakis, fue agregado a cada uno de los pocillos. Las placas fueron incubadas
a 37 °C y en agitacion constante (100 rpm), con una inclinacion horizontal aproximada
de 40-50°, con el objetivo de permitir la formacion de biopelicula en la superficie de
vidrio. Las biopeliculas fueron evaluadas a las 24, 48, 72 y 96 h de incubacién. EI medio
de cultivo fue reemplazado cada 24 h de incubacion. Posteriormente, el medio fue
removido y las células no adheridas fueron removidas con dos lavados de 500 pL de
PBS 1X. Aproximadamente 50-60 pL de formalina neutral tamponada al 10% (Sigma
Aldrich, Cat. No. HT50-1-1) fueron agregados hasta cubrir por completo los cubre
objetos de vidrio y se dejo incubar a temperatura ambiente por 15 min, en la obscuridad.
Dos lavados fueron realizados, cuidadosamente con 1 mL de PBS 1X. Los cubre objetos
fueron tomados con unas pinzas y fueron montados en liquido de montaje (ProLong™
Gold Antifade Mountant, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, Cat. No. P36934) e
incubados a 4 °C por 24 h.

Finalmente, las biopeliculas fueron visualizadas mediante microscopia de
escaneo laser confocal (CLSM) utilizando un microscopio Nikon A1R en configuracion
de pila z, en las Instalaciones de microscopia e imagenes del campus (CMIF) de la Torre
de Investigacion Biomeédica (BRT, Columbus, OH, EUA). Un ensayo independiente fue
realizado y evaluado por triplicado. Las biopeliculas fueron evaluadas de manera
cuantitativa mediante el uso del software COMSTAT?2 plug-in en ImageJ (Heydorn et al.
2000 y Schneider et al. 2012). Se midieron grosor de la biopelicula, biomasa y

coeficiente de rugosidad para cada uno de los puntos de tiempo.

6.7. Autoagregacion de los aislamientos

6.7.1. Ensayo de autoagregacion

Debido a que la autoagregacion ha sido considerada como uno de los pasos

iniciales para la formacion de biopelicula, se realizaron ensayos adicionales de
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autoagregacion en los aislamientos seleccionados, a distintos puntos de tiempo. Para
ello, cultivos primarios de cada uno de los aislamientos fueron preparados en tubos de
plastico estériles (capacidad de 15 mL) conteniendo 3 ml de caldo SS suplementado
dejandose incubar a las condiciones previamente descritas. Los pellets bacterianos
fueron obtenidos por centrifugacién (3,500 g por 15 min). Posteriormente, las células
fueron homogenizadas en medio fresco SS sin heptakis y ajustadas a una densidad 6ptica
de 1.0 (DOgoo= 1.0; ~1.0x10° UFC/mL). Los aislamientos fueron incubados a
temperatura ambiente, de manera estatica. Cada 2, 5 y 24 h de incubacion, se tomaron
100 puL de la parte superior de la suspension bacteriana y se midieron por
espectrofotometria a una DOsoo. Tres ensayos independientes fueron realizados
incluyendo tres réplicas experimentales. El indice de autoagregacion (1A) fue calculado

siguiendo la siguiente formula:

1A= ODy-OD+/ODy
Donde:
OD = absorbancia inicial

OD:= absorbancia final en cada una de las horas establecidas

Las cepas Bp536 y AbvgS fueron utilizadas como controles positivo y negativo
de autoagregacion. Las diferencias estadisticas fueron calculadas utilizando one-way
ANOVA vy Tukey posttest para multiples comparaciones en un paquete estadistico
GraphPad Prism v8.

6.7.2. Evaluacion de autoagregados bacterianos por microscopia

confocal
Con la finalidad de detectar la adhesion y formacion de auto agregados de

manera visual, cada uno de los aislamientos seleccionados fueron sometidos a una

tincion fluorescente BacLight Green Stain (ThermoFisher, Cat. No. B35000), siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Subcultivos bacterianos fueron ajustados a una DOggo=1
utilizando 1 mL PBS 1X. Las células fueron tefiidas con 1 pL de solucion de trabajo
BacLight Green y fueron incubados por 15 min, a temperatura ambiente, en rotacion
constante (Mini Lab Roller™ Dual Format Rotator, H5500-50) y en la obscuridad. El
volumen total fue agregado en cubre objetos (22 x 22 cm) (Fisher Scientific,
Fisherbrand™, catalog number: 12-542B), dentro de placas de poliestireno de seis
pocillos (Costar® 6-well Clear, Life Sciences, Cat. No. 3736) y se dejaron adherir y auto
agregar en condiciones estaticas a 37 °C durante 1 h, en la obscuridad. Finalmente, los

autoagregados bacterianos fueron visualizados por microscopia confocal.

6.8. Analisis de crecimiento bacteriano

Con el objetivo de saber si la produccion de biopelicula esta influenciada por la
tasa de crecimiento bacteriano, se realizaron cinéticas de crecimiento bacteriano, para
cada uno de los aislamientos seleccionados. Para ello, cultivos secundarios fueron
realizados utilizando 3 mL de SS sin heptakis y una densidad éptica (600 nm) de 0.2 y
se dejaron incubar a condiciones anteriormente establecidas. VVolumenes de 100 pL
fueron tomados a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 y 24 h de crecimiento bacteriano. Tres ensayos
independientes fueron realizados con dos replicas experimentales cada uno. Diferencias
estadisticas fueron calculadas utilizando one-way ANOVA y Bonferroni posttest en un

paquete estadistico GraphPad Prism v8.

6.9. Evaluacion de la expresion/produccion de factores de virulencia en

aislamientos circulantes de B. pertussis
La evaluacion de la expresion y/o produccion de los factores de virulencia fue
realizada en células planctdnicas para cada uno de los aislamientos circulantes de B.
pertussis.

6.9.1. Evaluacion de la expresion de la FHA

La expresion de la FHA fue evaluada mediante PCR tiempo real (qPCR).
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Cultivos secundarios de cada uno de los aislamientos fueron preparados con una DOsoo
inicial de 0.2 y se dejaron incubar a 37 °C en rotacion constante (80 rpm), hasta alcanzar
una DOeoo=1. EI ARN total fue extraido mediante un RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Cat.
No. 74104), siguiendo las instrucciones del fabricante. Un total de 1 pg de RNA total fue
mezclado con 1 uL DNAsa | (Invitrogen Cat. No. 18068015), 1 uL de buffer de reaccion
10X y 10 uL de agua DEPC estéril. La mezcla se dejo incubar a temperatura ambiente
por 15 min. La desactivacion de la DNAsa | se llevo a cabo incubando la muestra a 65
°C por 10 min. Posteriormente, la integridad del ARN total fue confirmada mediante un
gel de agarosa al 1 % (p/v!) dejando correr a 80 V durante 15 min, utilizando TBE 0.5X
(Tris-borato 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0) como buffer de corrida

La sintesis de DNAc se realizd utilizando el kit SuperScript™ 11l Reverse
Transcriptase (ThermoFisher Scientific, Cat. No. 18080044). Para ello, fue preparada
una mezcla de reaccion incluyendo 0.6 uL. de Random primers, 10 uL RNA total, 1 uL
de dNTPs (10 mM) y 0.4 uLL H.O grado molecular y se dejoé incubar a 65 °C por 5 min
para después colocar inmediatamente en hielo. Gentilmente fueron agregados 4 pL de
5X First Strand Buffer, 2 uL de DTT (0.1 M) y 1 uL de RNAse out a una concentracion
de 40U/uL! para posteriormente incubar a temperatura ambiente por 2 min. Un volumen
de 1 pL de Super Script Il RT y 1 uL de H20 grado molecular fue agregado a la mezcla
de reaccion y se dejo incubar a 42 °C por 50 min. La inactivacion fue realizada
incubando la mezcla de reaccion a 70 °C durante 15 min. Se agregd 1 uL de RNAsa Hy
se dejo incubar a 37 °C por 20 min. Finalmente, la cantidad total de RNA (ng/uL) fue
medida en un NanoDrop™ 2000/2000c (ThermoFisher Scientific).

Un total de 20 ng de ADNc fueron utilizados para realizar los ensayos de PCR
tiempo real utilizando un método de cuantificacion relativa y el gen rpoD como gen
enddgeno. Para ello, se buscé una eficiencia de amplificacion del 95-100% para ambos
genes. Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes: fhaB-F (5’-
GCCACGATTTCACG GTGCA-3’), fhaB-R (5’-CAGCGTCGCGTCATGCT-3’),
rpoD-F(5’-CTACAGCGAAACCCTCGAAC-3), rpoD-R(5’-
GCCACGGTTGGTGTACTTCT-3). Para llevar a cabo las amplificaciones, un kit iQ™
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SYBR Green SuperMix (BIO-RAD, Cat. No. 170-8880). Un total de 200 ng de DNAc
fueron agregados a una mezcla de reaccion conteniendo 1X de gPCR mix y
oligonucledtidos a una concentracion de 500 nM. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial y activacion de la enzima a 95 C por 2
min, desnaturalizacion a 95 °C por 20 s y alineamiento/extension por 20 y 30 seg,
respectivamente durante 35 ciclos. La curva melting fue realizada a las siguientes
temperaturas 55-95 °C con 0.5 °C incrementos, por 10 y 30 s. Dos ensayos
independientes fueron realizados por triplicado. Las diferencias de expresion fueron

analizadas por el método de 2-AAct, utilizando las siguientes formulas:

Act aislamiento= Ct blanco (bipA) — Ct endégeno (rpoD)
ACt calibrador (wild type Bps36)= Ct blanco (bipA) — Ct endégeno (rpoD)
2. [ AAct= Act tratamiento (aislamientos) — Act calibrador (Bp536) |

6.9.2. Evaluacion de la produccion de la FHA

La produccion de la FHA fue corroborada mediante la técnica de ELISA. Para
ello, placas ELISA de alta union (Corning, Cat. No. 9018) fueron sensibilizadas con 100
uL (= 1.0x10® UFC/mL) de un cultivo joven, previamente ajustado en PBS 1X a una
DO=1 (~ 1.0x10° UFC/mL) y se dejaron incubar a 4 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente, las suspensiones bacterianas fueron removidas y las placas fueron lavadas tres
veces con buffer PBST (PBS-0,05% y Tween 20, v/vl). El bloqueo se realiz6 agregando
100 pL de leche descremada al 5% (v/vl) en PBST a cada uno de los pocillos e
incubando a 37 °C, durante 1 h. La solucién de blogueo fue removida y las placas fueron
lavadas tres veces con PBST. Un volumen de 100 pL del anticuerpo primario (mouse
anti-FHA, NIBSC, Cat. No. JNIH-11, dilucién 1:1000), diluido en leche descremada al
5% (v/ivl) en PBST fue agregado a cada uno de los pocillos. Las placas fueron
nuevamente incubadas a 37 °C durante 2 h y lavadas tres veces con PBST. Un total de
100 uL de una solucion de anticuerpo secundario (goat anti-mouse IgG, Sigma Aldrich,

Cat No. A-8924, dilucion 1:1000) conjugado con peroxidasa de rabano, fueron
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agregados a cada uno de los pocillos, dejando incubar las placas a temperatura ambiente,
durante 1 h. Siete lavados fueron realizados utilizando buffer PBST y 100 uL de TMB
fueron agregados a cada uno de los pocillos. Las placas se dejaron incubar a temperatura
ambiente, en la obscuridad, durante 5-10 min. La reaccion se finalizo agregando 50 uL
de H2SO4 (2N). Finalmente la absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de placas
ELISA (SpectraMax® i3x, Molecular Devices). Dos ensayos independientes fueron
realizados incluyendo tres replicas experimentales en cada uno. Una curva estandar fue
incluida en cada uno de los ensayos para la determinaciéon de ug totales de FHA. Las
cepas mutantes Afha y AbvgS fueron utilizadas como controles negativos. Tres pocillos
con PBS 1X fueron incluidos como blanco. Diferencias estadisticas fueron obtenidas
mediante one-way ANOVA y Tukey posttest para multiples comparaciones en un

paquete estadistico GraphPad Prism v8.

6.9.3. Evaluacion de la produccion de la ACT

La produccion de ACT fue analizada mediante la técnica de ELISA. Para ello, las
placas fueron sensibilizadas y bloqueadas como se describi6 anteriormente en la sesién
6.8.2. Tras tres lavados con PBST, 100 pL de una solucion de anticuerpo primario
(mouse anti-ACT, BEI resources, Cat. No. NR-34572) diluido en leche descremada al
5% (v/iv!) en PBST, fueron agregados a cada uno de los pocillos. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 2 h y lavadas tres veces con PBST. Un total de 100 uL de una
solucion de anticuerpo secundario (goat anti-mouse 1gG, Sigma Aldrich, Cat No. A-
8924, dilucién 1:1000) conjugado con peroxidasa de rabano, fueron agregados a cada
uno de los pocillos, dejando incubar las placas a temperatura ambiente, durante 1 h.
Siete lavados fueron realizados utilizando buffer PBST y 100 uL de TMB fueron
agregados a cada uno de los pocillos. Las placas se dejaron incubar a temperatura
ambiente, en la obscuridad, durante 5-10 min. La reaccién se finalizé agregando 50 puL
de H2SO4 (2N). Finalmente la absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de placas
ELISA (SpectraMax® i3x, Molecular Devices). La evaluacion de la produccion de la
ACT fue realizada en tres ensayos independientes incluyendo tres replicas
experimentales en cada uno. Las cepas mutantes AbvgS y AcyaAd fueron utilizadas como
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controles negativos. Tres pocillos con PBS 1X fueron incluidos como blanco. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas para cada uno de los ensayos independientes
realizados por separado, mediante one-way ANOVA y Tukey posttest para multiples

comparaciones en un paquete estadistico GraphPad Prism v8.

6.9.4. Evaluacion de la produccion de BPS polisacarido

La evaluacion de la produccion de BPS polisacarido se evalué mediante la
técnica de ELISA. Las placas fueron sensibilizadas y bloqueadas como se describid
anteriormente en la sesién 6.8.2. Tras tres lavados con PBST, 100 uL de una solucion de
anticuerpo anti-WGA conjugado con peroxidasa de rabano (Biotium, Cat. No. 29073,
1:1000) y diluido en leche descremada al 5% (v/v') en PBST, fueron agregados a cada
uno de los pocillos. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 2 h. Siete lavados
fueron realizados utilizando buffer PBST y 100 uL de TMB fueron agregados a cada
uno de los pocillos. Las placas se dejaron incubar a temperatura ambiente, en la
obscuridad, durante 20 min. La reaccion se finalizé agregando 50 puL de H2SOa4 (2N).
Finalmente la absorbancia fue medida a 450 nm en un lector de placas ELISA
(SpectraMax® i3x, Molecular Devices). La evaluacion de la produccion de la
polisacarido BPS fue realizada en tres ensayos independientes incluyendo tres replicas
experimentales en cada uno. La cepa mutante AbpsABCD fue utilizada como control
negativo de produccién. Tres pocillos con PBS 1X fueron incluidos como blanco. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas para cada uno de los ensayos independientes
realizados por separado, mediante one-way ANOVA y Tukey posttest para multiples

comparaciones en un paquete estadistico GraphPad Prism v8.
6.9.5. Evaluacion de la expresion del gen bipA

La evaluacion de la expresion del gen bipA fue realzado mediante PCR tiempo

real por cuantificacion relativa, utilizando el método del 2-22° y eficiencias de

amplificacion entre el 95-100% para cada uno de los genes. Nuevamente el gen rpoD

fue utilizado como gen enddgeno, utilizando los oligonucle6tidos anteriormente
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descritos. Para la amplificacion del gen bipA se utilizaron los oligonucle6tidos: bipA-F
(5’- ACGTCCGACAACGACATTTT-3") y bipA-R (TACCGTTCCTCGAGTTGGTC).
Las amplificaciones fueron realizadas utilizando el kit iQ™ SYBR Green SuperMix
(BIO-RAD, Cat. No. 170-8880). Un total de 200 ng de DNAc fueron agregados a una
mezcla de reaccion conteniendo 1X de gPCR mix y oligonucledtidos a una
concentracion de 400 nM. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial y activacion de la enzima a 95 C por 2 min, desnaturalizacion a
95 °C por 20 s y alineamiento/extension por 20 y 30 seg, respectivamente durante 35
ciclos. La curva melting fue realizada a las siguientes temperaturas: 55-95 °C con 0.5 °C
de incremento, por 10 y 30 s. Dos ensayos independientes fueron realizados por

triplicado.

6.9.6. Evaluacion de la produccion de la proteina bipA

La produccion de la proteina bipA fue realizada mediante la técnica de ELISA 'y
la utilizacion de un anticuerpo policlonal anti-bipA, CT4 (rat anti-bipA). Las placas
fueron sensibilizadas y bloqueadas como se describi6é anteriormente en la sesién 6.8.2.
Tras tres lavados con PBST, 100 uL de una solucion de anticuerpo CT4 en dilucion
1:1000 (Fuchslocher et al. 2003) fueron agregadas a cada pocillo. Las placas fueron
lavadas nuevamente tres veces con PBST y 100 uL del anticuerpo secundario anti-rata
IgG conjugado con peroxidasa de rdbano, en dilucion 1:1000, fueron agregados a cada
pocillo (Sigma Aldrich, Cat. No. R5130). Las placas fueron lavadas nuevamente, siete
veces. Finalmente se utiliz6 TMB y H:SOs (2N) para terminar la reaccion. La
absorbancia fue medida a las condiciones anteriormente descritas. Dos ensayos
independientes fueron realizados incluyendo tres replicas experimentales en cada uno.
Las diferencias estadisticas fueron calculadas para cada uno de los ensayos
independientes realizados por separado, mediante one-way ANOVA y Tukey posttest

para multiples comparaciones en un paquete estadistico GraphPad Prism v8.

6.10. Ensayo de adhesion a celulas epiteliales
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Con el objetivo de conocer el rol de la produccion de polisacarido BPS en la
adhesion, en los aislamientos circulantes de México, se utilizaron células epiteliales de
pulmén de humano A549 (ATCC®, CCL-185™). Dos productores (440-8 y 385-9) y
tres fuertes productores (425-11, 888-13 1364-14) de BPS fueron seleccionados. Como
control positivo de adhesion fue utilizada la cepa wild type Bp536 y como controles

negativos, las cepas mutantes AbvgS, Afha y AbpsABCD.

Para ello, Células epiteliales A549 se dejaron crecer en frascos de 75 cm?
(Corning®, T-75 flasks Cat. No. 430641) hasta alcanzar una confluencia del 85-90%.
Posteriormente, el medio fue retirado y la monocapa celular fue lavada con 10 mL de
PBS 1X esteril frio, con el objetivo de remover todo resto de suero del medio y evitar la
inactivacion de la tripsina. Un volumen de 3 mL de una solucién conteniendo tripsina
(0.25%) y EDTA (0.53 mM) fue agregado y las células se dejaron incubar a 37 °C por 5
min en una atmasfera enriquecida con 5% de CO.. Para llevar a cabo la inactivacion de
la tripsina, se agregaron 10 mL de medio DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium,
Gibco, ThermoFisher Scientific, Cat. No. 11995065) suplementado con 10% (v/v'!) de
FBS (Corning, Cat. No. 35-015-CV). Las células despegadas fueron homogenizadas
cuidadosamente con una pipeta seroldgica estéril (capacidad de 10 mL) y el volumen
total fue centrifugado a 2,500 rpm durante 10 min a 4 °C. El pellet celular fue
resuspendido en medio fresco DMEM suplementado con 10% de FBS (viv?l) y
mezclado hasta obtener una solucion homogénea. Para obtener el nimero total de
células/mL, un total 20 uL de la mezcla de células epiteliales fueron mezcladas con 20
uL de colorante azul de tripano a una concentracion del 0.4% (p/v') (Sigma Aldrich,
Cat. No. T8154) y se mezclaron cuidadosamente por pipeteo. Las células fueron

contadas y se calcul6 el namero total de células por mL, siguiendo la siguiente formula:

No. de células x 5 x 2 x 10 x 103= células/mL

En donde 5, es el nimero de cuadrantes contados en el hematocitometro
Nebauer, 2, es debido a la dilucién 1:2 realizado con el colorante azul de tripano, 10, una
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constante, y 10%, para expresar el nimero de células por mL de medio. Un total de 2 x
10° células epiteliales fueron agregadas a placas de poliestireno para cultivo celular de
seis pocillos (Costar® 6-well Clear, Life Sciences, Cat. No. 3736) y fueron incubadas a
37 °C durante 24 h en una atmosfera enriquecida con 5% de COg, con el objetivo de
permitir la adhesion celular. Al dia siguiente, el medio de cultivo fue removido
cuidadosamente por aspiracion por vacio. Las células fueron infectadas con cada uno de
los aislamientos seleccionados utilizando una MOI=10 (4 x 10° UFC) ajustadas en
medio DMEM suplementado con 10% de FBS (v/v!). Con la finalidad de favorecer el
contacto bacteriano con las células epiteliales, las placas fueron centrifugadas a 2000
rpm por 5 min. La adhesion bacteriana se llevé a cabo por 15 min incubando cada una
de las placas a 37 °C durante 15 min, en una atmosfera enriquecida con 5% de CO>. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células bacterianas no adheridas fueron
removidas por aspiracion. Las células epiteliales fueron lavadas cuidadosamente 4
veces, agregando 1 mL de PBS 1X en cada uno de los lavados. Posteriormente, 500 pL
de una solucidn de triton X-100 (Sigma Aldrich, Cat. No. T9284) a una concentracion de
0.1% (v/v!) para permitir la lisis de las células epiteliales y asi mismo, la liberacion de
las células bacterianas adheridas. Diluciones seriadas fueron realizadas para llevar a
cabo la determinacion total de UFC. El porcentaje de adhesion fue determinado con la

siguiente formula:
Total de UFC recuperadas/Total de UFC del in6culo inicial x 100
Tres ensayos independientes fueron realizados incluyendo tres replicas
experimentales en cada uno. Los valores fueron promediados y las diferencias
estadisticas fueron calculadas mediante one-way ANOVA y Tukey posttest para
maultiples comparaciones en un paquete estadistico GraphPad Prism v8.

6.11. Ensayo de colonizacion en animales

Para los ensayos de colonizacion se utilizaron ratones de la cepa C57BL/G
Jackson de entre 6 y 8 semanas de edad. Para ello, se prepararon cultivos primarios de
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cada uno de los aislamientos clinicos productores de biopelicula (Bp536 y 385-9),
dejandose incubar a 37 °C en rotacion constante (80 rpm), hasta alcanzar una DOggo=1.
Cultivos secundarios fueron preparados con una DOeoo inicial de 0.2 y se dejaron
incubar a 37 °C en rotacion constante (80 rpm), hasta alcanzar nuevamente una
DOsoo=1. Una vez realizado, los aislamientos fueron centrifugados a 3600 g por 15 min,
a temperatura ambiente. El pellet bacteriano fue homogenizado en PBS 1X estéril y
fueron ajustados a una ODeoo=1 (~1.0x10° UFC/mL). Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas hasta obtener aproximadamente 1.0x10” UFC. Un volumen de 50 pl
(5x10° UFC) de cada una de los aislamientos clinicos fueron inoculados intranasalmente
a grupos ocho ratones. Los ratones fueron monitoreados diariamente y fueron
sacrificados a los siete dias post-inoculacion. Para ello, los ratones fueron expuestos 5%
de isoflurano. Una vez realizado se realizo la dislocacion cervical y se colectaron los
pulmones, la trdquea y el septo nasal. Los dérganos fueron macerados y diluciones
seriadas fueron realizadas para la determinacién de UFC totales utilizando una solucién

de PBS 1X adicionado con caseina al 1% (p/v?).
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7. RESULTADOS

7.1. Tipificacion de las secuencias ptxP-ptxA-prn-fim1-fim3

El 100% de los aislamientos tipificados por secuenciacion mostraron la
secuencia del promotor de la PTX tipo 3 (ptxP3) (figura 5) y el alelo del gen ptxA de
tipo wild type, o tipo 1 (ptxAl).
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Figura 5. Analisis de secuencias del promotor ptxP en aislamientos circulantes
de B. pertussis. Los puntos indican similitud con la secuencia ptxP1 de la cepa wild
type Tohama | de B. pertussis (nUmero de acceso en GenBank: BX470248.1).
Mutacion detectada en los aislamientos circulantes en la posicion -65 del gen que
codifica para la toxina de pertussis.

Cuatro aislamientos al azar, fueron tipificados por secuenciacion para los
genes prn, fim2 y fim3. Como se muestra en la tabla. los aislamientos circulantes de
Nuevo Ledn, Mexico, pertenecen a dos distintos genotipos emergentes, con un
cambio temporal importante en el tipo del gen que codifica para la FIM3. Aquellos
aislamientos colectados en el 2008 y 2009, presentan la combinacion alélica ptxP3-
ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2, mientras que los que fueron colectados en el 2012 y 2014
presentan la combinacion ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1. Estos genotipos han sido
previamente designados como MT27a y MT27d y se han asociado fuertemente a
brotes de tosferina ocurridos en otros paises en donde las proteinas fimbriales han

sido incluidas en la vacunacion acelular (Miyaji et al. 2013).
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Tabla 3. Genotipos detectados en los aislamientos circulantes de B. pertussis del
estado de Nuevo Leon, México.

Clona Afo* Genotipo Designacion  Referencia

predominante

y subtipos

Al 2008 ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2  MT27a

A2 2009 ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2  MT27a Miyaji et al.
A 2012 ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1  MT27d 2013
A3 2014  ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1  MT27d

*: Afo de coleccion del aislamiento circulante.

7.2. Serotipificacion de FIM2/FIM3

La serotipificacion de los aislamientos fue realizada mediante la técnica de
ELISA utilizando anticuerpos anti-Fim2 y anti-Fim3 en ensayos independientes. Todos
aquellos aislamientos que presentaron una produccion significativamente mayor que el
aislamiento STO1-SEATO0004USA Yy sin diferencias significativas con respecto a la cepa
wild type Bp536, fueron considerados como productores de Fim2. Mientras que todos
los aislamientos con una produccién significativamente mayor que la cepa wild type
Bp536 v sin diferencias significativas con el aislamiento STO1-SEAT0004USA, fueron
considerados como productores de Fim3. Aquellos aislamientos sin diferencias
significativas con respecto a ambas cepas y con diferencias significativas respecto la
mutante Abvgs, fueron consideradas como productoras de ambas proteinas Fim2 y Fim3.
Por el contrario, todos los que presentaron diferencias significativas con la cepa Bp536 y
el aislamiento STO1-SEATO0004USA, y sin diferencias significativas con la cepa

mutante Abvgs, fueron considerados como aislamientos no productores de FIM.

La figura 6 muestra la distribucion de los serotipos de fimbria detectados en los
aislamientos de B. pertussis circulantes en el estado de Nuevo Ledn, México, del 2007 al
2014. Se detectdé un cambio temporal importante en el tipo de produccién de fimbria a

través de los afos. Aquellos que circulaban del 2007 al 2010 (30%, 34/113) expresan
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unicamente el tipo de Fim3, mientras que aquellos que circulaban del 2011 al 2014
(70%, 79/113) expresan solo el tipo de Fim2.
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Figura 6. Frecuencias temporales de los serotipos Fim2 y Fim3 en
aislamientos circulantes de B. pertussis del estado de Nuevo Ledn, Meéxico,
colectados del 2007 al 2014. La determinacion del serotipo de fimbria fue realizada
mediante la técnica de ELISA. La cepa wild type Bp536 y el aislamiento STO1-
SEATO0004USA, fueron utilizados como controles positivos de produccion de Fim2 y
Fim3, respectivamente. La mutante AbvgS fue utilizada como control negativo de
produccion. Diferencias significativas fueron determinadas mediante one-way ANOVA
y Tukey posttest (P < 0.05).

7.3. Evaluacidn de la produccién de biopelicula

Como anteriormente fue descrito, para evaluar la produccion de biopelicula se
prepararon cultivos primarios en medio SS suplementado con heptakis. Tras 24 h de
incubacion en rotacion constante, utilizando tubos de poliestireno, se detectd la
formacion de un anillo bacteriano en la interfaz aire-liquido. La mayoria de los
aislamientos mostro la formacion de anillos bacterianos gruesos y a niveles comparables
con el aislamiento STO1-SEATO0004USA, anteriormente reportado como fuerte
productora de biopelicula. De manera interesante, el aislamiento 888-13 no presentd la
formacion del anillo bacteriano, mostrando un crecimiento similar a las cepas mutantes

no productoras de biopelicula, las cepas AbpsABCD y AbvgsS de B. pertussis (figura 7).
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Figura 7. Formacion de anillo bacteriano de los aislamientos circulantes de B.
pertussis en la interfaz aire-liquido utilizando tubos de poliestireno.

La determinacion de la produccién de biopelicula fue evaluada mediante el
método de cristal violeta. Como se muestra en la figura 8, la mayoria de los aislamientos
presentd una produccion significativamente mayor en comparacién con la cepa
productora Bp536. Interesantemente, muchos de estos también presentaron una
produccion significativamente mayor al aislamiento STO1-SEAT0004USA, considerado
anteriormente como fuerte productor de biopelicula. El aislamiento incapaz de formar el
anillo bacteriano en la interfaz aire-liquido no present6 diferencias significativas con el
aislamiento GMTL1 y cepas mutantes AbpsABCD y Abvgs, por tanto, fue considerado
como no productor de biopelicula. No se encontrd ninguna correlacion entre la
produccion de biopelicula y los datos epidemioldgicos recolectados, tales como afio,

edad, estado de vacunacion.
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Figura 8. Analisis de la produccion de biopelicula en aislamientos circulantes de B.
pertussis mediante el método de cristal violeta. El analisis de biopelicula fue realizado
en placas de 96 pocillos, a 37 °C por 96 h. Las barras representan el promedio y la DS de
dos ensayos independientes realizados por sextuplicado. Todos aquellos aislamientos
con una produccion significativamente mayor que la cepa Bp536 fueron considerados
como fuertes productores de biopelicula. La significancia estadistica fue calculada
utilizando one-way ANOVA y Bonferroni posttest. **: P<0.01 con respecto a la cepa
wild type Bp536; a: P<0.01 con respecto al aislamiento fuerte productor de biopelicula,

STO1-SEATO004USA.

7.4. Composicién de las biopeliculas bacterianas de

circulantes de B. pertussis

los aislamientos

Con el objetivo de conocer si las diferencias en la produccién de biopelicula

entre los aislamientos circulantes de B. pertussis y las cepas control, estan determinadas

por la composicion de la misma, se realizaron ensayos de desprendimiento utilizando

distintos tratamientos (figura 9).
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Figura 9. Composicién de las biopeliculas de los aislamientos de B. pertussis
colectados en Nuevo Ledn, México. Biopeliculas maduras de 96 h fueron tratadas con
a) DNAsa, b) NalOs y c) proteinasa K a 37 °C durante 2 h. Las barras representan el
promedio y la DS de dos ensayos independientes realizados por triplicado. El
desprendimiento de biopelicula fue calculado por diferencia entre la biopelicula madura
(96 h) y su buffer control y se encuentra expresado en porcentaje. Diferencias
significativas fueron calculadas mediante two-way ANOVA, *: P<0.05, **: P<0.01,
***: P<0.001, ****: P<0.0001.
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Nuestros resultados mostraron que los aislamientos de B. pertussis presentan
un porcentaje de desprendimiento significativo cuando son tratados con NalOs4 (40 mM),

de hasta el 57.5%, a excepcion del aislamiento colectado en el 2014 (1364-14).

Contrario a la cepa wild type Bp536, se encontraron diferencias significativas
de desprendimiento de biopelicula con el tratamiento de DNAsa (40 U/mL?Y) y
proteinasa K (1 mg/mL1), para la mayoria de los aislamientos, colectados del 2008 al
2012. Estos resultados sugieren que las principales diferencias en la produccion de
biopelicula de los aislamientos circulantes de B. pertussis de México, con respecto a la
cepa Bp536, podrian deberse a una mayor composicion de proteinas y DNA. A pesar de
esto, el aislamiento colectado en el 2013 (879-13), no presentd diferencias, por lo que su
biopelicula podria estar compuesta principalmente por carbohidratos. De la misma
manera, el aislamiento 1364-14 no mostré desprendimiento significativo tras los
tratamientos con NalOa y proteinasa K, por lo que su biopelicula podria estar compuesta

principalmente de DNA y en menor cantidad por carbohidratos y proteinas.

7.5. Evaluacién de la arquitectura de las biopeliculas por microscopia
confocal

Para evaluar las diferencias en la arquitectura de las biopeliculas, aislamientos
seleccionados (Bp536, 385-9, 425-11, 888-13) y etiquetados con el pGBSpl-GFP se
dejaron crecer en modo de biopelicula a distintos puntos de tiempo. Como se muestra en
la figura 10, los aislamientos circulantes productores de biopelicula (385-9 y 425-11)
mostraron formacion de la misma desde las 24 h de incubacién, en comparacion con la
cepa wild type Bp536, quien mostro solamente adherencia a la superficie de vidrio y
formacion de micro colonias bacterianas. De la misma manera, los aislamientos
presentaron una mayor altura de biopelicula en todos los puntos de tiempo evaluados, asi
como biopeliculas mucho mas homogeéneas. Por el contrario, la cepa Bp536 mostrd

biopeliculas mas heterogéneas, con la formacion de mas canales de agua en su matriz.
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Bp536 WT

Figura 10. Analisis de las biopeliculas por microscopia confocal laser de barrido
(MCLB). Aislamientos seleccionados fueron etiquetados con el plasmido pGBSp1-GFP
y fueron utilizados para evaluar la arquitectura de las biopeliculas mediante MCLB, a
distintos puntos de tiempo (24, 48, 72 y 96 h). Las micrografias fueron adquiridas a 0.9
um'y z-intervalos. Se muestran los planes focales representativos xy y xz.

Por otro lado, el aislamiento 888-13, incapaz de formar el anillo bacteriano en
tubos de poliestireno y clasificado como no productor de biopelicula por el método de
cristal violeta, mostré una baja adhesion bacteriana a la superficie de vidrio, sin
formacion de biopelicula, en todos los puntos de tiempo. El andlisis de las micrografias
mediante el software COMSTAT2, demostr6 que los aislamientos circulantes
productores de biopelicula (385-9 y 425-11) presentan niveles significativamente

mayores de biomasa y maximo grosor con respecto a la cepa Bp536 (figura 11).
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Figura 11. Analisis de las biopeliculas mediante COMSTAT. Las imagenes obtenidas
por microscopia confocal fueron analizadas mediante el software COMSTAT2. Para
cada uno de los aislamientos se determind a) maximo grosor (um), b) biomasa (um?/
um?) y ¢) coeficiente de rugosidad. Cada una de las barras representa el promedio y DS
de un ensayo independiente realizado por triplicado. Los valores P fueron determinados
mediante two-way ANOVA. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.0001.

48



Consistente con las imagenes obtenidas por MCLB, los niveles de biomasa
bacteriana y mé&ximo grosor del aislamiento no productor de biopelicula (888-13) fueron

significativamente menores con respecto a la cepa wild type Bp536.

Por otro lado, se determind el coeficiente de variabilidad de las biopeliculas en
cada uno de los aislamientos seleccionados, la cual es una medida indicativa del grado
de variabilidad/heterogeneidad de las biopeliculas. Como puede observarse: 1) la cepa
Bp536 presenta mayor grado de variabilidad, en niveles significativos con respecto a los
aislamientos circulantes productores de biopelicula. Nuevamente, estos resultados son
consistentes con lo observado por MCLB, en donde la cepa Bp536 forma biopeliculas
mas heterogéneas con mayor cantidad de canales en la matriz; 2) el aislamiento 888-13,
no productor de biopelicula, presenta niveles de heterogeneidad significativamente

mayores que la cepa Bp536 y que los aislamientos circulantes evaluados.

7.6. Evaluacion de la autoagregacion bacteriana

Se realizO cinéticas de autoagregacion bacteriana en aislamientos
seleccionados, con el objetivo de conocer si el fenotipo de biopelicula esta positivamente
correlacionado con la autoagregacion inicial. A pesar de que a las 12 h de incubacion,
todos los aislamientos circulantes mostraron un indice de autoagregacion en niveles
significativamente mayores que la cepa Bp536, solamente los aislamientos colectados
del 2008 al 2014, presentaron una autoagregacion temprana en niveles significativos con
respecto a la cepa fuerte productora de biopelicula, STO1-SEATO004USA.
Interesantemente, el aislamiento no productor de biopelicula, presentd una
autoagregacion significativamente menor que la cepa Bp536 y sin diferencias
estadisticas con la cepa mutante AbvgS (figura 12). Nuestros resultados sugieren
fuertemente que la autoagregacion bacteriana en aislamientos de B. pertussis circulantes

de México esté fuertemente correlacionada con el fenotipo de produccion de biopelicula.
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Figura 12. Cinética de autoagregacion de los aislamientos de B. pertussis. La
autoagregacion fue realizada a las 2, 5 y 12 h de incubacion tanto para aislamientos
productores y como para no productores de biopelicula (888-13). Cada barra indica el
promedio y la DS de tres ensayos independientes realizados por triplicado. Las
significancias estadisticas fueron determinadas utilizado one-way ANOVA y Tukey
posttest, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.001 con respecto a la cepa
wild type Bp536; a: P<0.01 con respecto al aislamiento fuerte productor de biopelicula
STO1-SEATO0004USA.

7.7. Evaluacion de la autoagregacion mediante microscopia confocal

Se realiz6 una evaluacion microscopica cualitativa de los autoagregados
bacterianos, esto con el objetivo de: 1) conocer la capacidad de adhesién bacteriana, por
parte de los aislamientos a las superficies y, 2) confirmar la capacidad de autoagregacion
de los mismos. En la figura 13 se puede observar que tras la incubacion en condiciones
estaticas, los aislamientos fuertes productores de biopelicula (440-8, 385-9, 458-10, 425-
11, 400-12, 879-13 y 1364-14), muestran adhesion a la superficie con la formacion de
autoagregados grandes y micro colonias bacterianas en comparacion con la cepa Bp536,
la cual solamente muestra adhesion a la superficie de vidrio, sin capacidad
autoagregativa. Interesantemente, el aislamiento circulante 888-13, no productor de
biopelicula, es incapaz de adherirse y de autoagregar. Por el contrario, el aislamiento no
productor de biopelicula colectado en EUA, GMT1, es capaz de adherirse a la superficie
pero no de autoagregar. Debido a que la FHA es una de las principales adhesinas
involucradas en la autoagregacion de B. pertussis, nuestros resultados sugieren
fuertemente que el aislamiento no productor de biopelicula (888-13) podria presentar
una baja o nula expresion de la FHA.
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Bp536 STO1-SEAT0004USA 440-8
Productor Productor fuerte Productor fuerte

385-9 458-10 425-11
Productor fuerte Productor fuerte Productor fuerte

400-12 879-13 888-13
Productor fuerte Productor fuerte No productor

1364-14 GMT1
Productor fuerte No productor

Figura 13. Analisis de autoagregacion y adherencia bacteriana mediante

microscopia confocal. La adhesion y autoagregacion bacteriana fue observada a través
del objetivo 60X mediante microscopia confocal.
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7.8. Andlisis de tasa de crecimiento bacteriano

Se realizaron cinéticas bacterianas para conocer si la fuerte produccion de
biopelicula de los aislamientos circulantes de México esta influenciada por la tasa de
crecimiento bacteriano. Como se observa en la figura 14, no se encontraron diferencias
significativas entre los aislamientos clinicos en los distintos puntos de tiempo. Por el
contrario, se detectdé un crecimiento significativamente mayor en la cepa Bp536
(productora de biopelicula) a las 24 h de incubacién. Nuestros resultados sugieren que la
alta produccion de biopelicula por parte de los aislamientos circulantes, no se encuentra
influenciada por una mayor tasa de crecimiento bacteriano. Por tanto, el alto indice de
autoagregacion y la fuerte produccion de biopelicula podria deberse a una mayor

expresion de factores de virulencia asociados a la misma.

Bp536
STO1-SEAT0004
440-8

385-9

458-10

425-11
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Figura 14. Cinética de crecimiento bacteriano. Las cinéticas bacterianas fueron
realizas en caldo SS con heptakis a 37 °C en rotacion constante. La DO fue determinada
alas 2, 4,6, 8,10, 12 y 24 h. Cada punto de tiempo representa el promedio y DS de dos
ensayos independientes realizados por triplicado. Diferencias estadisticas fueron
calculados mediante ANOVA one-way Yy Tukey posttest, *: P < 0.05.
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7.9. Evaluacién de la expresion/produccién de factores de virulencia

7.9.1. Evaluacion de la expresion/produccion del gen fhaB/proteina

FHA en aislamientos circulantes

Los aislamientos con alto indice de autoagregacion y fuerte produccion de
biopelicula mostraron una alta expresion del gen fhaB con respecto a la cepa Bp536. Por
el contrario, el aislamiento no productor de biopelicula, 888-13, presentd niveles bajos

de produccion del mismo (figura 15).
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Figura 15. Evaluacion de la expresion del gen fhaB. Los niveles de expresion del gen
fhaB fueron determinados mediante gPCR a partir de células plancténicas, utilizando un
método de cuantificacion relativa y el método 2-22°, Cada una de las barras muestra el
promedio y la DS de dos ensayos independientes realizados por triplicado y
normalizados con respecto a la cepa Bp536; *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 0.001,
**xx: P <0.0001.

Con el objetivo de confirmar nuestros resultados de expresion, se realizo la
evaluacion de la produccion de la proteina FHA mediante ELISA. Como se observa en
la figura 16. Todos los aislamientos presentaron una produccion alta de FHA comparado
con la cepa Bp536, la mayoria en niveles significativos. Consistente con los resultados

de expresion obtenidos, el aislamiento 888-13, presentd una baja produccion (figura 16).
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Nuestros resultados sugieren que la alta produccion de FHA podria estar involucrada en
la rapida autoagregacion bacteriana y la formacion de biopelicula en aislamientos

circulantes de B. pertussis colectados de México.
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Figura 16. Evaluacion de la produccion de FHA de los aislamientos circulantes de
B. pertussis. La produccién de la FHA fue determinada mediante ELISA utilizando
FHA purificada para la determinacion de la concentracion (ug). Las barras muestran el
promedio y DS de dos ensayos independientes realizados por triplicado. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas mediante one-way ANOVA y Tukey posttest; *: P < 0.05,
** P <0.01, ***: P <0.001, ****: P < 0.0001.

7.9.2. Evaluacion de la produccion de BPS polisacarido en aislamientos

circulantes

La evaluacion de la produccion de BPS en células planctonicas mostré que
todos los aislamientos circulantes, tanto productores como no productores de
biopelicula, presentan niveles de produccion significativamente més altos y con una
tendencia incrementada a través de los afios. Aquellos aislamientos que circulaban del
2011 al 2014 presentaron una produccion mucho mayor a aquellos que lo hicieron del
2008 al 2010 como se muestra en la figura 17.
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OD (450 nm)

Figura 17. Evaluacion de los niveles de produccion de Bps polisacarido por parte
de los aislamientos de B. pertussis. La evaluacion de la produccién de BPS fue
realizada mediante ELISA utilizando un anticuerpo WGA-HRP. Tres ensayos
independientes fueron realizados. Las barras muestran el promedio y DS de un ensayo
independiente realizado por triplicado. Las diferencias estadisticas fueron analizadas
mediante one-way ANOVA y Tukey posttest; *: P < 0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001,
****. P <0.0001 con respecto a la cepa wild type Bp536.

7.9.3. Evaluacion de la produccion de la ACT en aislamientos

circulantes

Se ha demostrado que la ACT, es una hemolisina que actla directamente
inhibiendo la autoagregacion y por tanto la formacion de biopelicula de B. pertussis. Por
lo anterior, nos preguntamos si el fenotipo de biopelicula en los aislamientos colectados

de México esté directamente relacionada con su produccion.

Tras crecer los aislamientos de manera convencional en medio BG enriquecido
con sangre de carnero, observamos que la mayoria de los aislamientos circulantes
presentan un halo pequefio de B-hemdlisis alrededor de las colonias, mientras que la
cepa Bp536 y el aislamiento GMT1, no productor de biopelicula, presentaban halos

grandes. Consistente con el fenotipo morfologico observado, los resultados de la prueba
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de ELISA demostraron que todos los aislamientos circulantes de México producen
niveles significativamente mas bajos que las cepas control, como se muestra en la figura
18. Interesantemente, la produccion de la ACT fue independiente del fenotipo de
biopelicula, ya que el aislamiento no productor, 888-13, presentd niveles bajos de la
misma. Esto sugiere, que la falta de produccién de biopelicula en el aislamiento
colectado en el 2013, podria ser efecto de a la baja expresion de la FHA y no una alta

produccion de la ACT, como lo es para el aislamiento no productor, GMT1.
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Figura 18. Evaluacion de la produccién de la ACT. a) hemolisis generada por las
cepas clinicas control y aislamientos circulantes de B. pertussis de México, en agar BG
enriquecido con sangre de carnero. b) Evaluacion de la produccion de la ACT mediante
la técnica de ELISA. Tres ensayos independientes fueron realizados incluyendo tres
réplicas experimentales en cada uno. Las barras muestran el promedio y DS de un
ensayo independiente. Las diferencias estadisticas fueron analizadas mediante one-way
ANOVA vy Tukey posttest; ****: P < 0.0001 con respecto a la cepa productora baja de
biopelicula, Bp536 y el aislamiento clinico no productor de biopelicula, GMT1-USA.
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7.9.4. Evaluacion de la expresién/produccién del gen bipA/proteina

BipA en aislamientos circulantes

Como ha sido mencionado anteriormente, la proteina BipA es una de las
principales producidas en el modo biopelicula en B. pertussis. Y mientras en B. holmesii
actla inhibiendo la autoagregacion, no se ha demostrado el efecto de su produccién en
B. pertussis. Por esta razon, evaluamos la expresion del gen bipA, y confirmamos los
niveles de produccion de la proteina por la técnica de ELISA en ceélulas plancténicas.
Como se puede observar en la fig, los aislamientos circulantes fuertes productores de
biopelicula presentaron niveles significativamente menores de expresion/produccion del
gen bipA y de la proteina BipA. Por el contrario la cepa Bp536, la cual presenta niveles
bajos de produccién de biopelicula, presenta altos niveles de produccion de la proteina
BipA (figura 19). Nuestros resultados sugieren que la proteina BipA podria tener un
efecto inhibidor en la autoagregaciéon de B. pertussis. Sin embargo, analisis detallados

Son necesarios.
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Figura 19. Evaluacion de la expresion/produccion del gen bipA y la proteina BipA.
a) los niveles de produccidn de la proteina BipA fueron evaluados mediante la técnica de
ELISA. Tres ensayos independientes fueron realizados incluyendo tres réplicas
experimentales en cada uno. Las barras muestran el promedio y DS de un ensayo
independiente. Las diferencias estadisticas fueron analizadas mediante one-way
ANOVA vy Tukey posttest; ****: P < 0.0001 con respecto a la cepa productora baja de
biopelicula, Bp536; b) la expresion del gen bipA fue evaluada mediante gPCR, los datos
fueron valuados mendiante cuantificacion relativa con el método 2-A°t ****: p <
0.0001 con respecto a la cepa productora baja de biopelicula, Bp536.
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7.10. Adhesidn a células epiteliales A549

Para la evaluacion del porcentaje de adhesion a celulas epiteliales (A549), se
seleccionaron dos aislamientos productores (440-8 y 385-9) y dos fuertes productores de
BPS (425-11 y 1364-14). De la misma manera, se incluyé el aislamiento no productor de
biopelicula (888-13) (figura 20). Nuestros resultados mostraron todos los aislamientos
productores de biopelicula presentan niveles de adhesion mayores que la cepa Bp536.
Sin embargo, solo aquellos fuertes productores de BPS presentaron porcentajes de
adhesion desde un 60 hasta un 100% como puede ser observado en la figura. Estos
resultados muestran: 1) la adaptacion de los aislamientos circulantes de B. pertussis a
través de los afios y 2) produccion de BPS esta directamente relacionada con el

porcentaje de adhesion a las células epiteliales A549 de pulmon de humano.
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Figura 20. Adhesion bacteriana a células epiteliales de pulmén de humano, A549.
Las diferencias estadisticas fueron analizadas mediante one-way ANOVA y Tukey
posttest; *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 0.001, ****: P < 0.0001 con respecto a la

cepa wild type Bp536.
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7.11. Ensayos de colonizacién en animales

Con el objetivo de conocer la influencia de la produccion de biopelicula en la
colonizacion del tracto respiratorio, un aislamiento productor fuerte de biopelicula (385-
9) y la cepa referencia Bp536, fueron utilizados para infectar ratones C57BL/G Jackson,
intranasalmente. Los resultados obtenidos tras siete dias post infeccion demostraron que
el aislamiento fuerte productor de biopelicula coloniza fuertemente el septo nasal y los
pulmones, a niveles significativamente mayores que la cepa referencia. Por el contrario,

no se encontraron diferencias significativas en trdquea (figura 21).
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Figura 21. Colonizacion del tracto respiratorio murino por la cepa Bp536 vy el
aislamiento circulante de México fuerte productor de biopelicula 385-9. Las barras
horizontales representan los valores promedio de cada grupo. Las diferencias estadisticas
fueron calculadas mediante ANOVA one-way y Dunnett’s posttest, *: P < 0.05 con
respecto a la cepa wild type Bp536.
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8. DISCUSION

B. pertussis, el agente causal de la tosferina, continta causando brotes alrededor
del mundo a pesar a la cobertura de vacunacion. Particularmente en México se ha
detectado un incremento en el nimero de casos de la enfermedad. En este estudio
determinamos la epidemiologia molecular por tipificacion por secuenciacién de los
genes que codifican para los principales factores de virulencia, asi como también
evaluamos y caracterizamos la produccion de biopelicula de los aislamientos circulantes

y su posible influencia y cambios derivados por la vacunacion.

Estudios anteriores han sugerido que la vacunacién con la vacuna wP ha
Ilevado a la generacion de cepas que presentan variantes alélicas y antigénicas en los
principales factores de virulencia del microorganismo (prn, ptxP, ptxA, fim2, fim3, fha),
asi como a la aparicion de cepas de ptxP3 hipervirulentas (Bouchez et al. 2015).
Nuestros resultados son consistentes con esta idea. En México, se utilizo la vacuna wP
durante mas de 50 afios, lo que puede haber facilitado la aparicion y circulacion de cepas
de ptxP3 en nuestra poblacion. Estudios anteriores en otros paises han demostrado la
asociacion entre la aparicion de cepas de ptxP3 y el resurgimiento de la enfermedad
(Mooi et al. 2009). A pesar de esto, no se analizaron aislamientos colectados antes de la

introduccion de la wP al esquema de vacunacién en México.

Curiosamente, dos genotipos emergentes fueron detectados con un cambio
importante en el gen que codifica para el tipo de FIM3. El alelo cambi6 temporalmente
de fim3-2 a fim3-1. Este cambio se ha asociado anteriormente con la transicion de la
vacuna wP a aP, en paises donde las proteinas FIM se incluyen como antigenos
vacunales (Kurniawan et al. 2010). Por otro lado, se ha demostrado que una gran
proporcion de los aislamientos que alberga la combinacion alélica ptxP3-prn2, carece de
la expresion de la PRN (Lam et al. 2014). La circulacion de los aislamientos PRN
deficientes ha coincidido con una mayor incidencia ocurrida anteriormente en los
Estados Unidos y Australia (Safarchi et al. 2016; Pawloski et al. 2014). Sin embargo, es

necesario ampliar los estudios para determinar si los aislamientos circulantes de México
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carecen de la expresion de la misma. Interesantemente, las proteinas FIM y PRN no
estan incluidas en la vacuna aP, por lo que la circulacion de los genotipos emergentes
encontrados en Mexico podria ser resultado de una expansion global de aislamientos

mayormente adaptados en poblaciones vacunadas.

Creemos que la vacunacién aP ha contribuido a la diseminacion del
microorganismo debido a que tan solo dos afios después de la reemplazo de wP por aP,
hubo un cambio en la epidemiologia patron de la enfermedad con brotes ocurridos en

2009 y 2012 (afios con las tasas de incidencia més altas en el estado).

Los resultados de la serotipificacion mostraron cambios temporales
importantes. Se ha demostrado que las cepas referencia utilizadas en la vacunacion
expresan el tipo de FIM2. La amplia utilizacion de la vacuna wP a lo largo de los afios
pudo haber creado una presion selectiva para la circulacion de aislamientos que expresan
unicamente el tipo de FIM3 y de esta manera, lograr “escapar” de la inmunidad generada
por vacunacion. Tras la introduccion de la vacuna aP, en donde se incluyen Unicamente
la PTX y la FHA como antigenos vacunales, se pudo haber llevado a una nueva
adaptacion y al cambio en el patron epidemioldgico para el 2011, en donde los

aislamientos colectados expresan solamente la FIM2.

Como anteriormente fue mencionado, en el 2014 se demostré que la vacuna aP
no protege contra la colonizacién y la transmision del microorganismo (Warfel et al.
2014). Aunado a esto, se ha demostrado que los aislamientos circulantes actuales
presentan una alta produccion de biopelicula y que pueden colonizar el tracto
respiratorio murino en niveles significativamente mayores que las cepas referencia.
Incluso, investigaciones realizadas han llegado a sugerir que la produccion de
biopelicula en B. pertussis podria contribuir a la persistencia, transmisiéon y continua
circulacion del microorganismo (Cattelan et al. 2017). A pesar de esto, se ha cuestionado
si en realidad, los aislamientos circulantes se han adaptado o bien, las cepas referencia

han perdido la habilidad de produccion de biopelicula.
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Pese a que la mayoria de los aislamientos analizados se mostraron como fuertes
productores de biopelicula, en este estudio por primera vez, reportamos un aislamiento
no productor proveniente de un caso positivo de tosferina (tabla 2). Este fenotipo
coincidio con la falta de produccion del anillo bacteriano al crecerlo en medio SS en
rotacion constante, utilizando tubos de poliestireno. De la misma manera, resultados
similares fueron encontrados usando superficies de vidrio, en donde se encontro una baja
adhesion bacteriana (figura 10). Consistentemente, los aislamientos fuertes productores
de biopelicula mostraron biopeliculas maduras a puntos de tiempo tempranos en

comparacion con la cepa referencia.

Debido a que los tipos de superficies influyen ampliamente en la producciéon de
biopelicula de los microorganismos (Rodney 2002), experimentos adicionales fueron
realizados, demostrando el mismo fenotipo de biopelicula, tanto en superficies de
poliestireno y vidrio, para todos los aislamientos evaluados (datos no mostrados). En
este trabajo por tanto reportamos una correlacion positiva entre la formacion del anillo
bacteriano tras su crecimiento en rotacion constante (figura 7), la fuerte produccion de

biopelicula (figura 12) y autoagregacion bacteriana (figura 13).

Se ha demostrado en estudios controlados en humanos, que se requieren
alrededor de 105 UFC para lograr colonizar el tracto respiratorio (de Graaf et al. 2019).
Por otro lado, se necesitan gotas de estornudos de aproximadamente 30 um para poder
quedar suspendidas en el aire y ser transmitidas (Cattelan et al. 2017). B. pertussis
infecta exclusivamente al humano, por lo que su supervivencia depende ampliamente de
la transmision (Melvin et al. 2014). La rapida autoagregacion bacteriana podria ser parte
de la adaptacion de los aislamientos circulantes para generar particulas del tamafio
necesario para su transmision, resistencia a desecacion y al sistema inmunoldgico, asi
como para iniciar la produccién de biopelicula. A pesar de esto, estudios detallados de
transmision en distintos modelos animales son necesarios para comprobar el efecto de la
autoagregacion de B. pertussis en la transmision. El fenotipo de biopelicula ha mostrado
también una correlacién con la alta expresion del gen fhaB y alta produccion de la FHA
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(figura 15 y 16). Esto ha sido previamente reportado en aislamientos colectados de
Argentina y EUA (Cattelan et al. 2017). Por lo que los aislamientos colectados de
México podrian haberse adaptado produciendo mayores niveles de la FHA para

favorecer la autoagregacion bacteriana y produccion de biopelicula.

Interesantemente se ha detectado una mayor produccion de BPS polisacarido
con una tendencia incrementada por afio (figura 17). Nosotros sugerimos que este efecto
podria haberse derivado de los cambios en la vacunacion llevando a los aislamientos a
una adaptacién a través de los afios. Los niveles de produccion de BPS pudieron haberse
incrementado tras la introduccion de la vacuna aP al esquema de vacunacion, ya que
solo genera inmunidad contra la PTX y la FHA. De manera importante, se encontrd un
efecto potenciado de adhesion a células epiteliales en aquellos aislamientos considerados
como fuerte productores de BPS (aislamientos del 2011 al 2014). Previamente se ha
mostrado que el BPS promueve la colonizacion y formacion de biopelicula (Conover et
al. 2010). Nuestros resultados sugieren que la alta produccién de la FHA y de BPS, en

un efecto combinado, aumentan el porcentaje de adhesion bacteriana a células A549.

Se ha encontrado que la alta produccién de biopelicula es inversamente
proporcional a la produccion del inhibidor ACT en células planctonicas (Hoffman et al.
2017). Por el contrario, encontramos que todos los aislamientos, tanto productores como
no productores muestran niveles bajos de produccion de la ACT. Esto sugiere que la
falta produccion de biopelicula del aislamiento 888-13 podria deberse a la baja
expresion de la FHA y no a una alta produccion del inhibidor, como lo es en el
aislamiento control GMT1. Sin embargo, estudios de secuenciacion del gen fhaB-fhaC,

asi como de la zona del promotor son necesarios.

A pesar de que la proteina BipA de membrana externa, es ampliamente
expresada en el modo de biopelicula (Arnal et al. 2015), nosotros demostramos que se
expresa en niveles significativamente bajos en la fase planctonica. Por lo que dicha
proteina podria tener un efecto inhibitorio en la autoagregacion inicial, probablemente
enmascarando a la adhesina principal encargada de la autoagregacion bacteriana, la
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FHA. Resultados similares han sido detectados en B. holmesii (Hiramatsu et al. 2014).
Sin embargo, estudios de delecién y complementacidén son necesarios para comprobar
dicho efecto. Por otro lado, es necesario evaluar la expresion del gen bipA y produccién

de la proteina en modo biopelicula.

Los ensayos de colonizacion mostraron que el aislamiento fuerte productor de
biopelicula muestra una mayor colonizacion en septo nasal y pulmén en tracto
respiratorio murino comparado con la cepa referencia Bp536. Esto podria ser efecto de
la alta produccién de la FHA y/o alta produccion de biopelicula. A pesar de esto,
estudios de cinéticas de colonizacion bacteriana son necesarios, en donde se incluyan: 1)
analisis de la tasa bacteriana inicial (colonizaciéon en 24 hpi), 2) tasa bacteriana post
infeccion de > 7 dias (10, 14 y 25 dias) para conocer la persistencia bacteriana, 3)
ratones control para analizar por microscopia y comprobar la formacion de biopelicula
en el tracto respiratorio murino, 4) la inclusion tanto de aislamientos productores como
no productores de biopelicula, y 5) ensayos de transmision con distintos modelos

animales.

Entre las limitaciones de este estudio se encuentran: 1) la falta de aislamientos
colectados en la era pre-vacunal (pre-wP) y 2) limitados datos epidemioldgicos de los

pacientes.

Por todo lo anterior, la reemergencia de la tosferina en México podria ser
consecuencia de un efecto combinado de cambios en la estrategias de vacunacion y
adaptacion de los aislamientos circulantes los cuales: 1) pertenecen a dos genotipos
hipervirulentos ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 y ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1, 2)
presentan una fuerte produccion de biopelicula comparado con la cepa referencia Bp536
y el aislamiento anteriormente reportado como “hiperproductor” STO1-SEAT0004USA,
3) autoagregan rapidamente en puntos tempranos de tiempo, 4) presentan altos niveles
de produccion de FHA, BPS polisacarido y adhesion a células epiteliales, 5) baja
produccion del inhibidor ACT y 6) una potenciada colonizacién en tracto respiratorio a
los 7 dpi.
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9. CONCLUSIONES

Los aislamientos circulantes de Meéxico pertenecen a dos genotipos
hipervirulentos ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 y ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-
fim3-1, los cuales podrian ser resultado de una diseminacion/expansién global de
aislamientos mayormente adaptados.

Se detectaron cambios en el serotipo de FIM a través de los afios, en donde el
serotipo FIM3 fue desplazado en el 2011 por el FIM2.

La mayor parte de los aislamientos circulantes de B. pertussis de México son
fuertes productores de biopelicula.

La produccion de biopelicula se encuentra positivamente relacionada con la
autoagregacion bacteriana y la alta produccion de la FHA y BPS polisacéarido en
aislamientos circulantes de B. pertussis de México.

Se detectd por primera vez un aislamiento de B. pertussis, no productor de
biopelicula.

Los aislamientos circulantes presentan alta produccion de bps polisacarido con
una tendencia incrementada a través de los afios.

La FHA es necesaria para la adhesion a células epiteliales A549 y para
formacion de biopelicula, en aislamientos circulantes de B. pertussis de México.
Nuestros resultados sugieren que la alta produccién de la FHA y de BPS, en un
efecto combinado, aumentan el porcentaje de adhesion bacteriana a células
A549,

La produccién de BipA en modo de células plancténicas podria tener un efecto
inhibitorio de la autoagregacion bacteriana.

Los aislamientos productores de biopelicula presentan potenciada colonizacién
en tracto respiratorio murino, por lo que la produccién de biopelicula podria

tener un efecto en la persistencia y transmision del microrganismo.
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Abstract

We determined the molecular epidemiology of Bordetella pertussis isolates to evaluate its
potential impact on pertussis reemergence in a population of Mexico. Symptomatic and
asymptomatic cases were included. Pertussis infection was confirmed by culture and real-
time polymerase chain reaction (PCR). Selected B. pertussis isolates were further analysed;
i.e. clonality was analysed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and ptxP-ptxA, prn,
fim2 and fim3 typing was performed by PCR and sequencing. Out of 11 864 analysed samples,
687 (5.8%) were positive for pertussis, with 244 (36%) confirmed by both culture and PCR
whereas 115 (17%) were positive only by culture and 328 (48%) were positive only by
PCR. One predominant clone (clone A, n=62/113; 55%) and three major subtypes (Al,
A2 and A3) were identified by PFGE. All 113 selected isolates had the allelic combination
ptxP3-ptxAl. The predominant clone A and the three major subtypes (Al, A2 and A3) cor-
responded to the emerging genotypes ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 and ptxP3-ptxAl-
prn2-fim2-1-fim3-1. In conclusion, the presence of an endemic clone and three predominant
subtypes belonging to the genotypes ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 and ptxP3-ptxAl-prn2-
fim2-1-fim3-1 were detected. This finding supports the global spread/expansion reported for
these outbreaks associated genotypes.

Introduction

Bordetella pertussis is the primary aetiologic agent of pertussis, a highly contagious, vaccine-
preventable disease of the human respiratory tract [1].

In Mexico, vaccination against pertussis started in 1954 with the use of an inactivated
whole-cell vaccine (wP) that was used for more than 50 years in a five-dose scheme. Side
effects of this vaccine led to the development of an acellular vaccine (aP) [2] which was intro-
duced in 2007 [3].

The current immunization schedule consists of four doses of a pentavalent acellular vaccine
(DTaP/Hib/IPV) (Sanofi-Aventis de México, S.A. de C.V.) that contains pertussis toxin (PT)
and filamentous hemagglutinin (FHA) toxoids as protective antigens and is administered at 2,
4, 6 and 18 months of age. The fifth and final dose, administered at the age of 4 years, is a
booster with absorbed diphtheria, tetanus and whole-cell pertussis vaccine (DTwP)
(Laboratorios de Bioldgicos y Reactivos de México, S.A. de C.V). This vaccine contains the
inactivated B. pertussis strains Bp134, Bp509, Bp6224 and Bp25525 [4-7].

The increase in pertussis has been attributed mainly to improved diagnostic methods and
the use of acellular vaccines which fails to protect against the colonisation and transmission of
the aetiologic agent [8, 9]. On the other hand, it has been suggested that the whole-cell vaccine
has led to the global emergence of ptxP3 positive strains, which have been associated with
increased virulence of the pathogen [10, 11] and more severe disease [11, 12]. Also, it has
been reported the appearance of isolates that present allelic variations among the main viru-
lence factors used as vaccine antigens, such as pertussis toxin, FHA, pertactin (PRN) and fim-
briaes (FIM) [13].
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In the last decade, several countries reported an increase of
pertussis cases, including Australia, the Netherlands, Spain,
Japan, Canada, the USA, Peru and Brazil [11, 14-18].

In 2009 and 2012, the number of pertussis cases increased in
various states of Mexico, amongst which: Sonora, Jalisco,
Durango, Estado de Mexico and Nuevo Leén. In Nuevo Ledén
the pertussis incidence increased from 4.45 to 5.69 cases per
100 000 habitants [19].

In order to explain the reemergence of pertussis, we assessed
the molecular epidemiology of B. pertussis isolates circulating in
the population of northeastern Mexico.

Methods
Ethics statement

This study was performed in compliance with the requirements of
the research and biosafety ethics committee of the School of
Medicine of the ‘Universidad Auténoma de Nuevo Leén’
(Approval GA17-00001). Epidemiological and demographic data
of the patients were included as part of a routine laboratory diag-
nosis. Therefore, no informed consent was required.

Study population and pertussis diagnosis

Symptomatic and asymptomatic cases were recruited from eight
different public health jurisdictions of the secretary of health of
Nuevo Ledn, Mexico from the epidemiological week (EW) 52,
2006 to EW 52, 2014. The Centres for Disease Control clinical cri-
teria for pertussis formed the guidelines to identify suspected
cases of pertussis [20].

Of each suspicious pertussis case, a maximum of five personal
contacts were recruited. Asymptomatic contacts were defined as
those contacts with the detection of Bordetella spp. positive by
culture and PCR without any symptoms.

Nasopharyngeal swabs were cultured on charcoal agar plates
(BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA) supplemented with 5%
w/v defibrinated sheep blood and cephalexin (0.04 pug/ml)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, the USA). Colonies with
Bordetella morphology were phenotypically tested, ie. Gram
staining, catalase, oxidase, motility, urea hydrolysis, nitrate reduc-
tion, citrate utilisation and culture on MacConkey and blood agar.
Species identification of the recovered isolates by culture and the
samples of nasopharyngeal swabs were confirmed by real-time
PCR [21]. Recovered isolates were stored at —80 °C in brain-heart
infusion broth containing 30% glycerol.

Demographic information was obtained from all patients with
a positive pertussis diagnosis. Epidemiological data, such as case
or contact, age and gender was recovered. Vaccination history
was obtained from National Vaccination Card used in Mexico
from each patient.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

PFGE was performed on selected isolates. Isolates were grown for
72 h at 37 °C on charcoal agar plates supplemented with 5% w/v
defibrinated sheep blood. Colonies were washed in 2 ml 0.85% w/
v saline solution (3 min, 13 500 rpm) and the pellet was resus-
pended in 410 ul PIV buffer (1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl; pH
7.4). After the addition of 150 ul 1.5% w/v molecular grade agar-
ose, plugs were prepared from homogeneous mixtures.
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The plugs were incubated at 37 °C for 3 h in 1 ml lysis solu-
tion (6 mM Tris (pH 8), 1 M NaCl, 100 mM EDTA (pH 8),
0.5% w/v, N-lauroylsarcosine, 0.2%, w/v, N-deoxycholate) con-
taining 1 mg/ml lysozyme (Bio Basic, Inc. Ontario, Canada) and
50 ug/ml RNase A (US Biological). The lysis solution was
replaced by 1 ml ES-buffer (100 mM EDTA (pH 8), 1% w/v
N-lauroylsarcosine) with 0.1 mg/ml proteinase K (Bioline,
USA Inc., Boston, MA. E.U.A.) and incubated overnight at
55 °C. After repeated washing (5 x 30 min. with agitation) of
the plugs in 1 x TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH 8),
they were incubated for 12 h at 37 °C with restriction buffer
containing 20 eU Xbal enzyme (Promega Fitchburg, Wisconsin,
USA). Plugs were loaded on a 1.0% w/v agarose gel with 0.5 x
Tris-borate-EDTA. The pulsed-field program was run on a
CHEF-DRII system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) under previ-
ously described conditions [22]. Restriction patterns were visu-
ally compared with Lab-Works-IVP 4.5 software (Ultra-Violet
products, Upland, Armonk, NY). The similarity coefficients of
PFGE patterns were calculated using the Jaccard coefficient and
SPSS v20.0 software.

Isolates with identical (i.e. 100% similar) restriction patterns
were classified as a clone and strains that differed in 2-3 restric-
tion fragments were classified as a subtype [23].

Genotyping

To sequence the ptxP, ptxA, prn, fim2 and fim3 regions in
selected B. pertussis isolates, DNA was extracted with the phenol-
chloroform method and amplified by PCR using previously
described oligonucleotides and conditions [24, 25]. PCR pro-
ducts were purified by precipitation with 3 M sodium acetate
and absolute ethanol at —20 °C. The products were sequenced
at Macrogen, Korea. Sequencing reactions were performed in
the DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (BIO-RAD)
using the ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). The samples were injected to electrophor-
esis in an ABI 3730x] DNA Analyser (Applied Biosystems) and
the sequences were compared on the Bio Edit platform (Biological
Sequence Alignment Editor Platform).

Statistical analysis

Difference between vaccinated and unvaccinated cases was calcu-
lated using the Wilcoxon signed-rank test and the Z-test of pro-
portions was applied to compare the clone A variations through
the years with the SPSSv20 software. A P <0.05 was considered
significant.

Results
Study population and species detected

Among 11 864 nasopharyngeal swabs analysed, 687 (5.8%) were
positive for pertussis; 244 (36%) were confirmed by both culture
and PCR and 328 (48%) only by PCR (Table 1). The most fre-
quently detected species were: B. pertussis (n=665/687, 97%),
Bordetella parapertussis (n = 16/687, 2.3%) and Bordetella bronch-
iseptica (n=2/687). Four cases (n=4/687) had a coinfection
involving B. pertussis and B. parapertussis. We recovered a total
of 359 clinical isolates (352 B. pertussis, 6 B. parapertussis and 1
B. bronchiseptica) during the study period.
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Table 1. Study population included from 2006 to 2014, in the state of Nuevo Ledn, Mexico

Laboratory-confirmed symptomatic and asymptomatic

cases Total
Year Population included (n) Only by culture Only by PCR Culture and PCR Symptomatic cases Asymptomatic cases
2006 ND 1 ND ND 0 1
2007 ND 4 ND ND 2 2
2008 440 34 ND ND 21 13
2009 3171 76 ND ND 54 22
2010 906 0 46 11 29 28
2011 1501 0 76 41 91 26
2012 2280 0 105 74 146 88
2013 1553 0 45 51 67 29
2014 2013 0 56 67 95 28
Total 11864 115 328 244 505 182

ND: no data because the PCR diagnosis was not performed. The PCR was implemented in 2010.

Table 2. Distribution of vaccination by age group of the symptomatic cases

Cases with indicated number of vaccine doses (%)

Age group 0 1 2 3 >4 Total
<2m 87 (97) 1(1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 88
2-18m 94 (55) 62 (36) 10 (6) 3(2) 1 (0.5) 170
19m-4y 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1
5-15y 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1
Total n (%) 183 (69)* 63 (24) 10 (4) 3(1.1) 1(0.3) 260

m, months; y, years; ND, no data available.
*P<0.05 between vaccinated (n=77) and unvaccinated (n=183) patients.

Epidemiological data

Epidemiological data were available from 359 cases: 265 symp-
tomatic (74%) and 94 asymptomatic (26%). Among symptomatic
cases, 142 (53%) were female and 123 (47%) were male. The mean
age of symptomatic cases was 2 months (range 13 days-13 years).
Interestingly, 55% (n = 94) of the children aged between 2 and 18
months had not received any aP vaccine at all, while 36% (n = 62)
had received only the first dose (Table 2). In contrast, of the 94
asymptomatic cases, 68 (72%) were female and 26 (28%) were
male. The mean age of the contacts was 24 years (range 10
months-77 years). More than 83% of asymptomatic cases should
have had the complete immunisation scheme. However, only one
participant had the complete scheme.

Clonal diversity of the isolates

A total of 113 B. pertussis isolates recovered from both symptom-
atic (n=81) and asymptomatic (n=32) cases were selected for
PFGE typing, using a simple sampling technique stratified by
years (Confidence level CI 99%, Confidence Interval CI=10).
The total size of each stratum was calculated with the following
formula: ni=n (Ni/N), where ‘n’ is the total size previously

calculated (n=113), ‘N’ is the total size of the population of the
study (n=352) and ‘Ni is the size of the stratum (number of
the isolates collected by years). On this basis, we included 1 isolate
from 2007, 11 from 2008, 23 from 2009, 4 from 2010, 13 from
2011, 24 from 2012, 16 from 2013 and 21 from 2014. DNA diges-
tion generated a maximum of 15 restriction fragments and 12 pul-
sotypes with a similarity from 75 to 100% (Fig. 1).

Twelve different clones were identified; the predominant clone
was designated A and three major subtypes were identified as A1,
A2 and A3. Clone A represented 55% (n =62/113) of the isolates
and persisted from 2009 to 2014. The frequency of Clone A
increased from 2% in 2010 to 37% in 2012 (P<0.05) and
to 21% in 2014. Subtype Al persisted from 2008 to 2011 and
increased from 33% in 2008 to 53% in 2009. Nevertheless, it
was not detected in the following years (2012-2014). Subtype
A2 was identified for 3 years (2008, 2009 and 2011) and was
not identified in the following years. On another hand, Subtype
A3 appeared from 2012 to 2014 while clone A decreasing.
None of the predominant pulsotypes was detected in 2007
(Fig. 2).

Among the selected isolates, just four of them were detected to
be case/contact related with two belonging to clone A (recovered
in 2008) and two to clone Al (recovered in 2014).
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Pulsotypes and vaccination status Discussion

Clone A and subtypes A1, A2 and A3 were isolated from both vac-
cinated and unvaccinated participants; 45% (n =28/62) of all par-
ticipants infected with clone A had not received any vaccine,
24% (n=15/62) had received the first dose of aP vaccine and
1.6% (n=1/62) had received three aP vaccine doses. Interestingly,
none of the participants infected with clone A or the major sub-
types had been given the fifth and final dose as recommended by
the vaccination schedule.

Clone A was recovered from the eight health districts of the
state. of Nuevo Leon. It appeared in 2009 in the city of
Monterrey (state capital) and spread from there to the other
municipalities during the following years. On the other hand,
subtype A3 was recovered from five health districts and subtypes
Al and A2 from three.

Typing of ptxP and ptxA regions

Sequencing yielded that 100% (n = 113/113) of isolates harboured
the allelic combination ptxP3-ptxAl (ptxS1A). A random selec-
tion of clone A and subtypes Al-A3 were typed for prn, fim2
and fim3 genes. The comparative analysis demonstrated the pres-
ence of ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-2 (subtypes Al = 2008 and
A2=2009) and ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1 (Clone A=
2012, A3 =2014) genotypes.

This is the first report on the epidemiological and molecular ana-
lysis of B. pertussis isolates from a population of northeastern
Mexico in a period from 2006 to 2014. We identified four repre-
sentative pulsotypes (A, Al, A2 and A3) and displayed the
dynamic and epidemiological changes of B. pertussis strains
throughout the study period.

Subtypes Al and A2 were displaced by clone A, which predo-
minated during the 2012 outbreak. Clone A spread through the
state of Nuevo Leon and became endemic for 6 consecutive
years (2009-2014) in both the vaccinated (aP vaccine) and unvac-
cinated population. Interestingly, clone A was the only one that
was distributed in all jurisdictions, which demonstrates its ability
for statewide dissemination.

Previous studies have suggested that vaccination with the wP
vaccine has led to the generation of strains presenting allelic
and antigenic variants in the major virulence factors of the micro-
organism (prn, ptxP, ptxA, fim2, fim3, fha), as well as to the
emergence of hypervirulent ptxP3 strains [13]. Our results are
consistent with this idea. In Mexico, the wP vaccine was used
for more than 50 years, which may have facilitated the appearance
of ptxP3 strains in our population. However, this cannot be
demonstrated because isolates were not collected before and dur-
ing the period that wP vaccine was applied. Despite this, the ptxP3
lineage could be involved. Previous studies in other countries have



2100

shown the association between the appearance of ptxP3 strains
and the resurgence of the disease [10, 26].

Interestingly, the endemic clone A showed the emerging geno-
type ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1 also known as MT27a [16].
In this genotype, the allele for the fimbria type changed from
fim3-2 to fim3-1. This change has been associated with both the
transition from wP to aP vaccination in countries where fimbrial
proteins are included as antigens of aP vaccine [27].

The appearance of emerging genotypes has agreed with the
increased pertussis incidence in other countries as well seems to
be related in Mexico [11]. It has been shown that a large propor-
tion of the isolates is harbouring the allelic combination
ptxP3-prn2, lack expression of the PRN [28]. It is necessary to
extend the studies to find out if PRN deficient isolates are circu-
lating in Mexico.

Although this situation has been associated with the wide
use of aP vaccine which includes PRN, these isolates were
detected before the implementation of aP vaccination. Despite
this, its appearance coincides with an increased incidence pre-
viously occurred in the USA and Australia [29, 30]. Contrarily,
in Mexico, FIM and PRN proteins are not included in the aP
vaccination.

We believe that aP vaccination has contributed to the dissem-
ination of the microorganism because only 2 years after the
replacement of wP by aP there was a shift in the epidemiological
pattern of the disease with outbreaks in 2009 and 2012 (years with
the highest incidence rates in the state).

Besides, we detected a high level of incomplete vaccination
schemes; only one participant had a complete vaccination scheme.
This is an alarming situation because children and adults are the
main sources of transmission to unvaccinated infants [31-34].
The findings highlight the importance of rigorous evaluation of
the vaccination scheme used in Mexico as well as the assessment
of the effectiveness of the applied aP vaccine.

The observed increment in pertussis may also reflect the use of
more sensitive and specific diagnostic methods. In Nuevo Ledn, in
the past, pertussis was confirmed by culture and phenotypic tests.
In 2010, the use of dual-target real-time PCR was implemented
[35] and in 2011, a multiple target real-time PCR was used
[21]. The multiple target PCR allows the identification of B. para-
pertussis, Bordetella holmesii and a presumptive identification of
B. bronchiseptica. Our data show that the implementation of
multiplex PCR coincides with an increase in identified pertussis
cases. Although this is a known phenomenon, it is worth men-
tioning because the diagnosis of pertussis by both phenotypic
and genotypic methods is performed only in four Mexican states:
Nuevo Ledn, Sonora, San Luis Potosi and Chiapas [36].

This study has some limitations, e.g. the incomplete vaccin-
ation history data, the limited clinical data from patients; and
that some symptomatic cases and related asymptomatic cases
may represent the same strain and thus may introduce selection
bias in the sampling.

In conclusion, the presence of an endemic clone and three
predominant subtypes belonging to the genotypes ptxP3-ptxAl-
prn2-fim2-1-fim3-2 and ptxP3-ptxAl-prn2-fim2-1-fim3-1 were
detected. This finding supports the global spread/expansion reported
for these outbreaks associated genotypes.
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