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RESUMO

Bordetella pertussis é uma bactéria Gram-negativa, restrita aos humanos,
causadora da coqueluche,a doenca evitavel por vacina mais prevalente em todo o
mundo. Bordetella pertussis € relativamente monomdérfica em todo o mundo, no
entanto, diversos paises estdo enfrentando diferentes evolug¢des epidemiolégicas da
doenca. No Brasil, foi observado um aumento subito de casos de coqueluche desde
2011. No Distrito Federal, 442 foram observados entre 2010 e 2014. O objetivo
deste estudo foi caracterizar as cepas de Bordetella pertussis, isoladas no LACEN-
DF de 2012 a 2014, por meio das técnicas de sorotipagem e PFGE, além de analisar
0s seguintes dados: faixa etaria e residéncia dos pacientes com cultura positiva para
o agente. Noventa duas cepas foram isoladas de julho de 2012 a agosto 2014: 69
estirpes foram isoladas de 16 regides do Distrito Federal (DF), e 23, de Goias (GO) e
de Minas Gerais (MG). A maior prevaléncia observada foi entre os pacientes com
02-04 meses de idade (40/92), seguido com 0-01 més de idade (28/92). A alta
prevaléncia da infeccdo entre bebés com até 04 meses confirmou as observacoes
realizadas no Brasil, em que foram registrados 4.921 casos nessa faixa etéria.
Todos os trés sorotipos de Bordetella pertussisforam identificados entre os isolados.
O sorotipo Fim2 foi 0 mais prevalente (53,23%), seguido por Fim3 (31,61%) e Fim2,3
(13,04%). Durante o periodo analisado, houve uma alteracdo da prevaléncia entre
0s sorotipos: de julho de 2013 a julho de 2014, o Fim3 foi 0 mais prevalente, no
entanto, de agosto 2013 a agosto de 2014, o sorotipo mais prevalente foi Fim2. Os
resultados da sorotipagem sugerem que o surto de coqueluche foi causado por dois
clones diferentes de Bordetella pertussis em Brasilia-DF durante o periodo
analisado.De acordo com o PFGE, nos trés anos analisados foram caracterizados
14 pulsotipos, com similaridade de 85% entre eles. Houve predominio do pulsotipo
BP.Xba.0039 (o predominante no Brasil), seguido pelo pulsotipo BP.Xba.0040. Além
disto, foi observado o aumento da prevaléncia dos pulsotiposBP.Xba.0039 e BP
Xba.0040 e diminuicdo da diversidade genética a partir do segundo semestre de
2013. Estes dados sugerem a ocorréncia da selecdo de cepas circulantes de B.
pertussis na area analisada.

Palavras-chave: Bordetella pertussis, Coqueluche, Sorotipos, PFGE.



ABSTRACT

Bordetella pertussis is a Gram-negative human-restricted bacterium that causes
whooping-cough or pertussis, which is the most prevalent vaccine-preventable
disease worldwide. The introduction of the pertussis vaccination has affected the
bacterial population and epidemiology of the disease. Bordetella pertussis is
relatively monomorphic worldwide, but nevertheless, different countries are facing
different epidemiological evolutions of the disease. In Brazil, a sudden increase of
pertussis cases was observed since 2011. In Distrito Federal, 442 were observed
from 2010 to 2014. The aim of this study was to characterize the Bordetella pertussis
strains isolated at LACEN-DF during 2012 to 2014 through serotyping and PFGE
techniques, besides analyzing the following data: group age and residence of the
patients with positive culture for Bordetella pertussis. Ninety two strains were isolated
from July 2012 to August 2014: 69 strains were isolated from 16 regions from Distrito
Federal (DF), and 23 were from Goidas (GO) and Minas Gerais (MG). The most
prevalence were observed among patients from patients with 02 to 04 months of age
(40/92), followed by 0 to 01 month of age (28/92). The high prevalence of these
infection among babies up to 04 months confirmed the observations in Brazil, in
which were recorded 4921 cases in this age range. All the three Bordetella pertussis
serotypes were identified among the isolates. Fim2 serotype were the most prevalent
(53.23%), followed by Fim3 (31.61%) and Fim2,3 (13.04%). During the period
analyzed, there was an alteration of the prevalent serotypes: from July 2013 to July
2014, Fim3 was the most prevalent however from August 2013 to August 2014 the
most prevalent serotype was Fim2. Serotyping results suggest that the pertussis
outbreak was caused by different two clones from Bordetella pertussis in Brasilia —
DF.According to the PFGE in the three years analyzed were characterized
14pulsetypes, with 85% similarity between them. BP.Xba.0039 and BP.Xba.0040
were the most prevalent pulsetype identified. Since August 2013, we observed the
increase of BP.Xba.0039 andBP.Xba.0040pulsetypes and the decrease of genetic
diversity. These data suggests the selection occurrence of current strains of B.
pertussis on the analyzed area.

Keywords: Bordetella  pertussis,  Whooping-cough,  Serotypes, PFGE.
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1 INTRODUCAO

A Coqueluche € uma doenca infecciosa aguda, endémica, de transmissao
respiratoria e notificacdo compulséria em todo o territério nacional (Ministério da
Saude, 2011). Apresenta altastaxas de transmissibilidade e capacidade de causar
surtos e Obitos, sendo considerada a quinta maior causa de morte por doenca
vacinavel em criancas abaixo de 05 anos de idade (Ulloa-Gutierrez, Boza, Carvajal-
Riggioni, 2011).

Essa doenca possui histérico ancestral recente e sua origem ainda é bastante
discutida (Cherry, 2007). A primeira mencdo da doenca foi um surto em 1414 na
cidade de Paris, descrito em Moulton do The Mirror da Saude, publicado em 1540
(Matoo e Cherry, 2005). A partir dos séculos XVI e XVII, as epidemias de
coqueluche na Europa foram descritas com mais frequéncia na literatura,
possivelmente sugerindo uma expansao da doenca (Bart et al, 2014).Guilherme de
Baillou descreveu uma epidemia de coqueluche em 1578 em Paris e, na metade do
século XVIII, a coqueluche passou a ser bem reconhecida em todo territério
europeu. Com base em seus desenhos de hastes elipticas, Carl Burger na
Universidade de Bonn-Alemanha, aparentemente observou aBordetella pertussis em
filmes com manchas de escarro em 1883. Outras observacdes de bacilos no muco
respiratorio surgiram, incluindo por Jules Bordet e OctaveGengou que em 1900
descreveu encontrar um novo "bacilo ovéide" no escarro de um bebé de 06 meses
de idade com coqueluche. Bordet e Gengou também relataram o primeiro
isolamento do agente infeccioso no Instituto Pasteur em Bruxelas em 1906 (Cherry,
2007).

1.1 Agente Etioldgico — Bordetella pertussis
1.1.1 Taxonomia e Descricéo

O agente etiologico da coqueluche é a bactéria Bordetella pertussis. Um
pequeno bacilo Gram-negativo(0,2-0,7 um), pleomorfico, aerébio, ndo-esporulado,
imével, provido de capsula (formas patogénicas) e de fimbrias (MS, 2009). Seu
anico reservatorio natural € o homem (Matoo e Cherry, 2005), sendo que ainda nao
foi demonstrada a existéncia de portadores cronicos. A transmissdo ocorre,

principalmente, pelo contato direto entre a pessoa portadora ou doente e a pessoa
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suscetivel, por meio de goticulas de secrecdo da orofaringe eliminadas durante a
fala, a tosse e/ou espirro. A transmissao por objetos recentemente contaminados
com secrecOes de pessoas doentes pode ocorrer, porém € mais raro devido a

dificuldade de o agente sobreviver fora do hospedeiro (MS, 2014).

A Bordetella pertussis pertence ao género Bordetella juntamente com outras
oito espécies bacterianas: Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis,
Bordetella holmesii, Bordetella hinzii, Bordetella avium, Bordetella petrii, Bordetella
ansorpiie Bordetella trematum(Kallonen e He, 2009). Dentre as espécies do género,
guatro delas — Bordetella pertussis,Bordetella bronchiseptica, Bordetella
parapertussis e Bordetella holmesii— tém sido associadas as infec¢des respiratérias
em seres humanos e outros mamiferos (Matoo e Cherry, 2005). As outras s&o
consideradas patégenos oportunistas, podendo ser isolados tanto do trato

respiratorio quanto de outras areas (Mooi, He eGuiso, 2007;Parket al. 2012).

As trés espéciesB. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica possuem
relacdo evolutiva estreitae sdo referidas como“Bordetellasclassicas” (Van der Zeeet
al, 1996). Estudo por meio de analise comparativa de sequéncias genémicas, indica
que as linhagens de B. pertussis e B. parapertussisevoluiram a partir de uma
linhagem de B. bronchiseptica ancestral (Parkhill, et al,2003;Gerlach et al, 2001) e
gue a restrita diversidade genética entre essas espécies sugere uma origem
evolutiva recente.(Van der Zeeet al,1997). Porém, apesar da
similaridadegenotipica,essas bactérias possuem fendtipos diferentes e distinguem-
se em relacdo a patogénese, incluindo especificidade do hospedeiro, severidade das
doencas e duracdo da infeccdo (aguda versus crénica) (Parkhillet al, 2003), sendo

gue a Bordetella pertussis possui maior patogenicidade.

Acredita-se que a diferenca entre as trés espécies, incluida a patogenicidade
apresentada pela B. pertussis, decorre depequenas alteragcbes na estrutura
genbmica destes micro-organismos. Quando comparadas, observa-se que a B.
bronchiseptica possui maior genoma, seguido pela B. parapertussis e B. pertussis
respectivamente. Porém, mesmo com material genético menor, a B. pertussisganhou
alguns genes exclusivos, provavelmente relacionados aos fatores de viruléncia
apresentados apenas por ela. Como € raro eventos de transferéncia horizontal de

genes na espécie devido a auséncia de fagos e plasmideos (Parkhilletal, 2003),0
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principal mecanismo de variabilidade genética em B. pertussis é o acumulo de
polimorfismo de Unico nucleotideo (SNPs) e posterior expansao clonal de linhagens
mais adaptadas. Grande parte dos SNPsé encontrada em genes de viruléncia (Bart
et al, 2014; Van Gent et al, 2012).

Além disso, a B. pertussisapresenta maior numero de pseudogenes que
podem ter sido originados de genes inativados por elementos de sequéncias de
insercao (IS) presentes no genoma. As ISsestdo envolvidas com o rearranjo de
material genético e com a perda de genes na espécie, consequentemente
envolvidos na adaptacéo e interacdo com seu unico hospedeiro, 0 homem(Parkhillet
al,2003;Van der Zeeet al,1997).

E interessante o fato de que, quando genes que codificam certos fatores de
viruléncia de B. pertussis sdo transferidos para a B. parapertussis por meio de
técnicas genéticas, esse agente adquire a capacidade de reproduzir in vitro
caracteristicas semelhantes ao primeiro micro-organismo, sugerindo que a presenca
de genes de viruléncia e sua regulacdo podem constituir a principal diferenca entre

essas espécies geneticamente semelhantes (Konemanet al, 2008).

1.1.2 Fatores de Viruléncia

A Bordetella pertussis tipicamente expressa varios fatores de viruléncia que
fazem parte do seu mecanismo de sobrevivéncia, como aderéncia e invasao, e
desencadeia resposta imunolégica no hospedeiro. (Fedele, Bianco, Ausiello, 2013).

Os principais fatores de viruléncia desta espécie estdodescritos a seguir.

A hemaglutinina filamentosa(FHA) é principal proteina de adesdo, com
peso molecular de aproximadamente 250 kDa e altamente imunogénica. Esta
presente na superficie bacteriana e participa do processo de adeséo da B. pertussis
as células ciliadas do sistema respiratério superior e aos macréfagos. Estudos
indicam que a ligacdo FHA-macréfago possibilita a fagocitose da bactéria sem que
haja o desencadeamento de surto oxidativo, o que caracteriza um mecanismo de
evasao bacteriana ao sistema imunolégico do hospedeiro, facilitando a
sobrevivéncia intracelular da B. pertussis (persisténcia) (Konemanet al, 2008;
Martinez e Trabulsi, 2008).
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Os aglutinégenos (AGGs) sdo antigenos proteicos de superficie.
Estudosrealizados por Robinsont, Ashworth e Irons (1989) descreveram a existéncia
de 14 aglutinégenostermolabeis no género Bordetella, sendo que 06 (AGG 1 — 6)
foram descritos na espécie B. pertussis. A AGGL1 foi considerada comum a todas as
cepas de B. pertussis, enquanto que as AGG2 a AGG6 foram encontradas em varias
combinacdes em diferentes cepasda espécie.Posteriormente, Mattoo e Cherry
(2005) consideraram as AGGl, AGG2 e AGG3 as principais aglutininas e,

atualmente, séo utilizadas para determinacao dos sorotipos.

As AGG2 e AGG3 possuem natureza fimbrial. Como vérias bactérias Gram-
negativas, a B. pertussis apresenta filamentos proteicos em sua superficie
denominados fimbrias (Fim). Estudos sugerem que as fimbrias também medeiam o
processo de adesdo da bactéria as células epiteliais ciliadas do sistema respiratério
e, semelhantemente as FHA, participam da persisténcia bacteriana durante a
infeccdo suprimindo resposta inflamatéria inicial (Melvinet al, 2014).

Outro fator de viruléncia expresso na superficie bacteriana é a pertactina
(PRN), uma proteina também encontrada em outras espécies do género Bordetella.
A PRN P69, especifica da B. pertussis, possui originalmente peso molecular de 69
kDa(Konemanet al, 2008) e pertence a familia de autotransportadores, que consiste
em um dominio N-terminal passageiro e um dominio B C-terminal (B-barrel). O
dominio B forma um poro na membrana externa por onde o dominio passageiro é
transportado para a superficie celular e ancora a proteina a membrana externa
(Martinez e Trabulsi, 2008; Melvin et al, 2014). Embora a funcdo da PRN ainda nao
esteja evidente, estudos sugerem que participa da adesao ao epitélio respiratorio do
hospedeiro e da consequente invasao bacteriana. Essa proteina possui dominios
(porcdo com o tripeptideo Arginina-Glicina-Aspartato, regiées ricas em prolina e
repeticbes ricas em leucina) que, em outras bactérias, sdo reconhecidos por
receptores do hospedeiro, o que pode facilitar a ligagao entre a célula bacteriana e a

célula eucaridtica (Mattoo e Cherry, 2005).

OLipopolissacarideo(LPS), uma endotoxina, também € encontrado na
membrana externa da B. pertussis.Diferentemente de outros patégenos bacterianos,
o LPS da B. pertussis ndo apresenta estruturas repetitivas de antigenos O, sendo

entdo chamado de lipooligossacarédeo (LOS) (Konemanet al, 2008). E pirogénica,
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mitogénica, toxica e é capaz de ativar e induzir a produgdo do fator de necrose
tumoral (TNF) por macrofagos (Mattoo e Cherry, 2005).

A toxina dermonecroética(DNT), também conhecida como toxina termolabil, &
uma toxina de 102 kDa encontrada em todas as cepas de B. pertussis. A DNT induz
inflamacdo, vasoconstricAo e lesdo necrética nas regides colonizadas por essa
bactéria, porém seu papel ainda ndo esta claro nas alteracbes das reacodes

fisiologicas do hospedeiro em resposta a infeccdo (MadanBaduet al, 2001).

A citotoxina traqueal € um pequeno fragmento de peptideoglicano, 921 kDa,
da parede celular liberado durante a lise da célula bacteriana ou durante seu
crescimento normal. Acredita-se ser responsavel pela tosse caracteristica da
coqueluche por provocar cilioestasia e morte das células epiteliais ciliares (Martinez
e Trabulsi, 2008; MadanBaduet al, 2001).

A toxina pertussica (PTX) € o principal fator de viruléncia da B.
pertussissendo responsavel por grande parte dos sintomas caracteristicos da
coqueluche (Martinez e Trabulsi, 2008). Trata-se de uma exotoxina proteica do tipo
ABs com peso molecular de 105 kDa composta por uma subunidade A (S1) e um
complexo pentamérico de cinco subunidades S2 a S5 denominado oligbmero B
(Tamuraet al, 1983).A subunidade S1 é enzimaticamente ativa e catalisa a ADP-
ribosilagédo da proteina G — que regulam a atividade da adenilato-ciclase — da célula
hospedeira 0 que resulta no aumento intracelular do AMP ciclico e
consequentemente contribuindo para disfuncées celulares no hospedeiro, como
sensibilizacdo a histamina, linfocitose, aumento da secrecdo de insulina e
estimulacdo de respostas imunoldgicas (Mattoo e Cherry, 2005). O oligbmero B
interage com glicoproteinas e glicolipideos presentes na superficie de células
eucarioticas, possibilitando a unido da PT a superficie da célula-hospedeira e a acéo
da subunidade S1 (MadanBaduet al, 2001; Martinez e Trabulsi, 2008).

A expressdo da PTX é codificada por umconjunto de cinco genes (ptxS1-S5),
presentes em um operon. Esse operon est4d presente em B. pertussis, B.
parapertussis e B. bronchiseptica, porém o0s genes ndo sao transcritos nas ultimas

duas espécies devido a mutacdes na sua regido promotora (Arico e Rappuoli, 1987).
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A B. pertussis expressa outra toxina, aadenilatociclase (AC), um proteina
bifuncional de 220 kDA com dominio hemolitico e catalitico (Bellalou, Ladant,
Sakamoto, 1990; MadanBaduet al, 2001). Ela se insere na membrana plasmatica de
células fagociticas do hospedeiro, formando poros que provocam lise celular. Essa
toxina também promove aumento da producdo de AMPc pela célula, por um
mecanismo distinto apresentado pela toxina pertissica. A AC € ativada pela
calmodulina intracelular e catalisa a conversdo da adenosina trifosfato (ATP) em
AMPc nas células eucaridticas. O acumulo intracelular de AMPc pode suprimir a
expressdo da resposta imunolégica local ao inibir a quimiotaxia e a fagocitose dos
neutrofilos (Martinez e Trabulsi, 2008; Konemanet al, 2008; Mattoo e Cherry, 2005).

No decorrer do processo infeccioso, a expressao dos fatores de viruléncia da
B. pertussis varia. Os fatores de viruléncia sdo regulados positivamente pelos
produtos dooperonBordetella virulence gene (bvgAS) que codifica um sistema de
transducado de sinal conhecido comoBvgSA. O sistema BvgSA é constituido de dois
componentes — 0 BvgA e o0 BvgS — responsaveis por regular as funcbes células em
resposta a estimulos ambientais. A BvgS é uma proteinasensora de 135 kDa capaz
de detectar sinais do meio e repassa-los autofosforilando-se e,
posteriormente,fosforilando a BvgA. A BvgA é uma proteina de 23 kDa que, quando
recebe o grupamento fosfato da BvgS, € ativada e se liga a sequencias de DNA,
ativando ou reprimindo a transcricdo dobvgASe de genes de outros fatores de
viruléncia, exceto a citotoxina traqueal (regulada por outro sistema). Sabe-se que 0
sistema BvgSA ¢é ativado a 37 °C e inibido a 25 °C ou na presenca de sulfato de
magnésio ou acido nicotinico. (Boucheret al, 1997;Mattoo e Cherry, 2005; Melton e
Weiss, 1989).

O sistema BvgSA controla 04 classes de genes — classes 1, 2, 3 e 4 — e
O3diferentes fases fenotipicas da B. pertussis.A fase Bvg" ocorre o BvgAS é
totalmente ativada e caracteriza-se pelasmaxima expresséo de genes que codificam
as adesinas (genes de classe 2, que codificam FHA, Fim2 e Fim3 por exemplo)e
toxinas (genes de classe 1, como os que codificamCA,PTX e sistema de secrecéo
do tipo IIl), e minima expressdo de genes de classe 3 (que codifica apenas uma
proteina da membrana externa caracterizada até o momento, de funcdo ainda néo

esclarecida) e de classe 4 (representados pelo loci vrg — virulence-repressed
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genes).Afase Bvg® é necessariapara causar infeccdo respiratéria.A fase
fenotipicaBvgocorre quando o BvgAS esta inativo e € caracterizada por expressao
maxima dos genes de classe 4, associados ao aumento de expressao proteinas de
superficie e LPS, e expressdo minima de genes da classe 1, 2, e 3. A faseBvg fase
€ necessaria para o crescimento sob condi¢fes limitantes de nutrientes, tais como
podem ser encontradas no ambiente. A faseBvg' ocorre quando o BvgAS esti
parcialmente ativo e a ela sdo atribuidas expressdo maxima dos genes de classe 3 e
expressdo minima dos genes de classe 1, 2 e 4 (Mattoo e Cherry, 2005; Melvin et al,
2014).

1.1.3 Imunopatogénese

A resposta imunoldgica contra a B. pertussis € iniciada a partir da colonizacéo
do trato respiratorio superior onde ocorre o reconhecimento da B. pertussis pelas
células epiteliais da mucosa e células do sistema imune inato, como as
célulasdendriticas (CD) e os macrofagos. A colonizacdo e o reconhecimento
decorrem da interacdo entrereceptores especificos das células dos hospedeiros e
padrdes moleculares associados aos patdégenos (PAMPS), principalmente adesinas
(FHA, PRN, Fim, entre outras).(Higgs et al, 2012; Fedele, Bianco, Ausiello, 2013).

Acredita-se que concomitantemente a entrada da B. perturssis no trato
respiratério ocorra a fagocitose das bactérias pelosos macrofagos, neutréfilos e
células natural killer (NK) e a producéo delFN-y e IL-17 para recrutar mais células de
defesa para o local infectado. As células dendriticas, também presentes,processam
e expdem fragmentos da bactéria — antigenos — para apresenta-los aos linfocitos T.
A producdo de IL-12 pelas células imunes inatas resulta na polarizacdo para a
resposta mediada por células T auxiliares do tipo 1 (Thl), enquanto que a liberagéo
de IL-1 e IL-23 promove diferenciacdo para resposta do tipo Thl7 — processos
responsaveis pelo mecanismo de protecao contra a infeccédo por B. pertussis (Higgs,
Ross, Mills, 2012).

Contudo, em infeccbes primarias, essas respostas mediadas por células T
(Thl e Th17) s&o suprimidas pela secrecdo de IL-10 por células do sistema imune
inato. As células T reguladoras (Treg) também s&o supressoras. Isto é, no epitélio

mucoso, algumas adesinas, como as AC e FHA, atuam como supressores da
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resposta imune local por meio do bloqueio da liberacdo de (IL-12) e indugédo da
producgéo de IL-10 pelas APC, caracterizando um mecanismo de evasao do sistema
imunologico do hospedeiro e favorecendo a persisténcia do patdgeno no hospedeiro
(Fedele, Bianco, Ausiello, 2013; Higgs, Ross, Mills, 2012).

A citotoxina traqueal, em sinergia com LOS e PTX, desencadeia uma
resposta pro-inflamatoria por meio da liberacdo de 6xido nitrico e citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e fator de necrose tumoral — TNF) pelos macréfagos,favorecendo
a eliminacdo do micro-organismo, porém mediando a patologia local e sendo
responsavel por varios danos sistémicos e neuroldgicos caracteristicos da doenca
(Fedele, Bianco, Ausiello, 2013; Higgs, Ross, Mills, 2012).

O IFN-y, secretado inicialmente por CD e células natural killer (NK) e,
posteriormente, por células Thl, estimula o recrutamento e ativacdo de macréfagos
e neutrofilos para o local da infeccédo e estimula células B a produzirem anticorpos
opsonizantes e fixadores de complemento. Os macréfagos ativados eliminam a B.
pertussis intracelular por meio da producdo de NO ou intermediarios de oxigénio

reativos.

E importante, entdo, ressaltar que a protecéo ou a patogenicidade envolvidas
na infeccdo por B. pertussis dependera das vias de sinalizacdo ativadas durante o
reconhecimento e do perfil de citocinas liberadas no local da colonizagdo. Além
disso, a ligacdo da B. pertussis com o epitélio respiratério, a existéncia de lesdes
locais e a absorcdo de toxina depende da alteracdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e dos mecanismos de evasdo apresentados pela bactéria (Gentile,
2010).

A seguir, um modelo representando a resposta imunolégica mediante

infeccéo por B. pertussis camundongos (Figura 01).



23

AC :
\, : ’:“ TTSS .
CI

..
Rec cpmrn
CDI11b/CDIS IL-1
TNF-a
T NO  ——p
/ Mac/CDi Quimiocinas®
IL-10
+ Outros

Neutrofilo

N 1eG IF?'Y IL-17
Linfonod 'N-y
Células B

IL- 10 TGF B

Células Treg

24

Células T Naive

Figura 1. Representacdo da imunidade com B. pertussis em camundongos néo
imunizados.

Mac: macréfagos; CDi: células dendriticas imaturas; IL: interleucina; TTSS: sistema de
secrec¢do do tipo Ill; IgG: imunoglobulina; NO: 6xido nitrico; TNF: fator de necrose tumoral;
TGF: fator de transformagao do crescimento; TLR4: Receptor Toll-like tipo 4.

Fonte: Modificado de Higgs, Ross, Mills, 2012.

1.2 Manifestacdes clinicas

A coqueluche possui um periodo de incubacédo de 5 a 10 dias, podendo variar
de 4 a 21 dias, e raramente, até 42 dias(MS, 2014). Apés periodo de incubacdo —
fase assintomatica apds exposicdo e infeccdo pela B. pertussis — a doenca, em
individuos ndo imunizados, tipicamente é observada em mais trés estagios: (i) fase
catarral caracterizada por febre baixa, coriza e tosse, semelhantes a um resfriado
comum com duracdo de 7 a 14 dias; (ii) fase paroxistica com acessos paroxisticos
de tosse, guincho inspiratorio e vémitos pos tosse com duracdo de 2 a 6 semanas;
(iif) fase de convalescenca, caracterizada pelo desaparecimento dos guinchos com
persisténcia da tosse que pode durar semanas ou meses (Gentile, 2010; Guiso,
2014; MS, 2014).

O periodo de maior transmissibilidade ocorre na fase catarral, caindo de 95%

na la semana da fase catarral para 50% na semana seguinte, sendo praticamente


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guiso%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24103807
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nula na proxima, embora,ocasionalmente, ja tenham sido isoladas bactérias na 102

semana de doenca (MS, 2014).

Vérias complicacBes podem estar associadas a infecgdo por B. pertussis. A
complicagdo mais comum € a pneumonia, responsavel por mais de 90% das mortes
em criancas menores de 03 anos, que podem ser causadas por Bordetella ou
superinfeccdo com outras bactérias (0 que é mais frequente). Também sédo
relatadas: otite média, atelectasia, a ruptura alveolar (enfisema ou pneumotorax),
distarbios do sono ou nutri¢cdo, desidratacdo, alcalose metabdlica, hemorragia (como
epistaxe, melena, hematoma subdural), convulsdes, encefalopatia, coma e morte
(Gentile, 2010).

A evolucdo da coqueluche esta relacionada com a idade do paciente, com a
imunocompeténcia e condi¢des coexistentes. Criancas e individuos ndo imunizados
estdo mais propensos a apresentar a forma classica da doenca (Spector e Maziarz,
2013). Em individuos ndo adequadamente vacinados ou vacinados ha mais de 05
anos, a coqueluchepode manifestar-se sob forma atipica com tosse persistente,

porém, sem paroxismos, guincho caracteristico ou vomito pds-tosse(MS,2014).

Em lactentes, ha um risco significativo de morte (6-9%) ou encefalopatia dano
cerebral. A doenca € mais grave em criancas menores de 06 meses,
particularmente, em recém-nascidos prematuros, ndo imunizados ou com a

imunizacao incompleta (Gentile, 2010).

1.3 Diagndstico Laboratorial

O diagnostico de coqueluche pode ser desafiador devido as apresentacfes
atipicas da doenca, principalmente entre adolescentes e adultos, e as dificuldades
encontradas na coleta e no processamento das amostras, como disponibilidade de
recursos materiais, transporte e capacitacao dos profissionais envolvidos em todas

as etapas do diagnaéstico laboratorial.

Além disso, 0 acesso aos métodos laboratoriais é problematico tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Em alguns paises, onde
aparentemente a infeccdo por B. pertussis estd controlada, poucos laboratorios

estdo equipados para realizar o diagnostico por rotina. Poucos laboratérios mantém



25

o0 meio de inoculacdo necessario (curto prazo de validade pds-preparo) e kits para
coleta e transporte da amostra clinica (Mattoo e Cherry, 2005).

1.3.1.1 Cultura

A cultura é considerada o teste padrdo-ouro para a confirmacdo do
diagnostico de coqueluche, além de o isolamento do patdégeno ser necessario para
testes de sensibilidade aos antimicrobianos e tipagem molecular para controle
epidemioldgico(CDC, 2015). E uma técnica altamente especifica (100%), porém com
sensibilidade inferior com variacdo de 12 a 60% (MS, 2014; Dragstedet al,2004),
dependendo de fatores como: antibioticoterapia prévia, estagio da doenca, idade,
estado vacinal, coleta de espécime, condi¢cdes de transporte do material, tipo e
qualidade do meio de isolamento e transporte, presenca de outras bactérias na
nasofaringe, tipo de swab, tempo da coleta até o processamento da amostra (MS,
2014; Konemanet al, 2008).

A B. pertussis é uma bactéria fastidiosa e de dificil cultivo. A cultura visa o
isolamento desse patdgenopeloprocessamento daamostra de secrecdo de
nasofaringe coletado por meio de swab de alginato de calcio com haste fina e
flexivel. Os swabs de algoddo ou rayon ndo devem ser utilizados, pois contém
acidos graxos téxicos para a B. pertussis, jA oswab de Dracon é aceitavel (Mattoo e
Cherry, 2005). ApGs coletada e quando o plagueamento imediato ndo é possivel, a
amostra deve ser inoculada em meio de transporte Regan-Lowe(meio enriquecido
de nutrientes) com cefalexina (antibiético presente no meio a fim de diminuir
contaminacdo de outros microrganismos) e pré-incubada a 35-37 °C com umidade
por até 48 horas (Regan eLowe, 1977; Konemanet al, 2008).

Até o término desse periodo, a amostra deve ser inoculada em placa de
isolamento priméario de 4gar Regan-Lowe(RL) e incubada a 35-37 °C em ambiente
umido. A cultura pode levar de 07 a 12 dias para confirmar ou ndo o crescimento da
bactéria.(CDC, 2015; Konemanet al, 2008; MS, 2014; Regan eLowe, 1977)

A diferenciacdo de outras espécies e identificacdo presuntiva da B. pertussisé
realizada por meio de suas caracteristicas bioquimicas (Quadrol). Em meio RL, as
colonias deB. pertussissao pequenas, em forma de cupula, brilhantes e brancas

acinzentadas (Figura 2). A coloracdo de Gram, apresentam-se como bacilos Gram-
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negativos pleomaoficos (pequenos cocobacilos) (Figura 3), sdo oxidase negativos e

inertes a muitos testes bioquimicos de identificacdo (Konemanet all, 2008).

Figura 2. Aspecto colonial da Bordetella pertussis em meio
Regan-Lowe
Fonte: IAL-SP, 2010

Figura 3. Aspecto morfotintorial da Bordetella pertussis
com a coloracao de Gram.
Fonte: IAL-SP, 2010
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Quadrol. Caracteristicas Bioquimicas para diferenciacdo das espécies do
género Bordetella.

Caracteristica B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica
Oxidase + - +
Catalase + + +

Motilidade - - +

Reducéo do Nitrato - - +
Urease - + (24 horas) + (4 horas)

Citrato - + +

Crescimento em:

Agar Bordet-Gengou 2-6 dias 1-3 dias 1-2 dias
Agar Regan-Lowe 3-6 dias 2-3 dias 1-2 dias
Agar Sangue Nenhum 1-3 dias 1-2 dias

Crescimento

Agar Chocolate Nenhum 1-3 dias +
Crescimento

Agar MacConkey Nenhum v +
Crescimento

+, reacao positiva; -, reacao negativa; v, reacao variavel.
Fonte: Konemanet al, 2008

Vale ressaltar que o resultado de cultura positivo para B. pertussis fecha o
diagndstico de coqueluche, porém esse ndo € o Unico critério de confirmacao
utilizado. S&o reconhecidos o0s seguintes critérios: (i) critério laboratorial —
correspondente a todo caso suspeito de coqueluche e que tenha isolamento por
cultura ou identificacdo por PCR de B. pertussis; (ii) critério clinico-epidemioldgico —
todo caso suspeito e que teve contato com caso confirmado de coqueluche pelo
critério laboratorial, entre o inicio do periodo catarral e até 3 semanas ap0s o inicio
do periodo paroxistico da doenca; (iii) Critério clinico. O critério clinico, para
individuos com idade inferior a 6 meses corresponde a todo individuo que apresente
tosse de qualquer tipo ha 10 dias ou mais associada a dois ou mais dos sintomas
tosse paroxistica, guincho inspiratério, vdmitos pds-tosse, cianose, apneia e/ou
engasgo; ja para individuos com idade igual ou superior a 6 meses engloba todo
individuo que apresente tosse de qualquer tipo ha 14 dias ou mais associada a dois
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ou mais dos sintomas tosse paroxistica, guincho inspiratério e/ou vémitos pés-tosse.
(MS, 2014).

1.3.1.2 Reacao em cadeia dapolimerase(PCR)

A reacdo em cadeia dapolimerase é uma importante ferramenta molecular
para o diagnostico de coqueluche. Ela detecta sequéncias de DNA presentes no
cromossomo daBordetella pertussis de maneira r4pida e, diferentemente da cultura,
ndo exige bactérias viaveis na amostra em andlise. A PCR apresenta alta
sensibilidade, principalmente na primeira semana da doencga sintomatica, porém
com o passar das semanas a presenca de DNA da bactéria na nasofaringe do

hospedeiro diminui e pode levar a um resultado falso-negativo (CDC, 2015).

A seguéncia de insercdo 1S481 tem sido o principal alvo de escolha ja que é
encontrada em varias copias no DNA da B. pertussis, tornando a técnica bastante
sensivel. No entanto, esse alvo possui homologia com B. holmesiio que pode gerar
resultados falso-positivos.Por essa razao, em conjunto com a IS, um gene da regiao
codificadora da subunidade 1 da PTX (ptxS1) foi incluida no teste (Tattiet al, 2008;
Tattiet al, 2011; Templetonet al, 2003).

Outros genes alvos associados com 1S481 tém sido descritos e utilizados
para aumentar a sensibilidade e precisdo analitica do método, discriminar falso-
positivo e falso-negativo, além de possibilitar, em alguns casos, a identificacdo de

outras espécies de Bordetella(Qinet al, 2007).

O método de coleta é semelhante ao da cultura, embora o swab de alginato
de calcio ndo seja recomendado para coleta de amostras que serdo testadas por
PCR. O swabpara PCR devera ser transportado em tubo estéril seco até o
laboratério. (CDC, 2015)Abaixo, observa-se o método para a coleta da secrecdo de
nasofaringe (Figura 4).
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Figura 4. Técnica para coleta de secrecao nasofaringea
para pesquisa de Bordetella pertussis
Fonte: CDC, 2015.

Os diagnésticos porSorologiae por teste direto com anticorpo
imunofluorescentetém sido descritos, porém nao se dispde, até o momento, de
testes adequados e padronizados. Nao sendo, portanto, recomendados como
meétodo de diagnaostico (MS, 2014; CDC, 2015).

1.3.1.3 Diagnostico diferencial

A confirmacao laboratorial da coqueluche é importante para diagnéstico
diferencial jA& que outros patdégenos também causam sintomas semelhantes,
podendo causar a sindrome coqueluchoide, entre o0s quais a Bordetella
parapertussis, Mycoplasmapneumoniae, Chlamydiatrachomatis,
Chlamydiapneumoniaee Adenovirus (1, 2, 3 e 5). (Gregory, 2006; MS, 2014)

1.4 Tratamento

O diagnostico precoce da coqueluche e o tratamento dos casos podem
diminuir a severidade dos sintomas e limitar o periodo de transmissdo. Embora o
tratamento com antimicrobianos nem sempre seja eficaz em amenizar a severidade
das manifestacdes clinicas, ele € fundamental para redugéo da transmissibilidade e
para o controle da coqueluche (Matoo e Cherry, 2005; CDC, 2015). Para o
tratamento, trés antibidticos da classe dos macrolideos sdo recomendados:

azitromicina, claritromicina e eritromicina. Anteriormente a 2005, o tratamento era


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gregory%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16913160
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realizado com eritromicina, porém, pelo esquema completo de administracdo ser
mais duradouro (06 em 06 horas de 07 a 14 dias), era de dificil adeséo, e apresenta
efeitos adversos com maior frequéncia (Matoo e Cherry, 2005; CDC, 2015; MS,
2014). Atualmente, a droga de primeira escolha recomendada pelo Ministério da
Saude no Brasil é a azitromicina (MS, 2014) cuja administragédo ocorre 01 vez ao dia
por 05 dias. O antibidtico de segunda escolha € a claritromicina,administratada de 12
em 12 horas durante 07 dias. Ambos sdo macrolideos recentes que demonstraram a
mesma eficacia da eritromicina no tratamento e na quimioprofilaxia da coqueluche,
além de facilitarem a adesdo dos pacientes ao tratamento e, especialmente, a
quimioprofilaxia dos contatos intimos (MS, 2014).

Existem poucos relatos sobre Bordetella pertussis resistente aosmacrolideos
e, até o momento, ndo hé evidéncias de que cepas eritromicina-resistentes estejam
envolvidas com a emergéncia da doenca no mundo nos ultimos anos (Matoo e
Cherry, 2005).Na impossibilidade da administracdo de macrolideos, por resisténcia
do patdgeno ou intolerancia do paciente, recomenda-se a utilizacdo do antibiético
trimetoprim-sulfametoxazol (MS, 2014; Matoo e Cherry, 2005; CDC, 2015).

Além do tratamento com o antibiético, a depender da gravidade da doenca,
tornam-se necessarias a oxigenoterapia, a aspiracdo de secrecdo oronasotraqueal,
assisténcia ventilatoria ndo invasiva ou, em casos mais graves, ventilacdo mecanica,

assim como drenagem de decubito, hidratacdo e/ ou nutricdo parenteral (MS, 2014).

1.5 Epidemiologia da Coqueluche

Previamente a introducdo da vacina, em meados do século XX, a coqueluche
era considerada a principal causa de morte infantil pelo mundo (Roushe Murphy,
2007). Nos Estado Unidos, por exemplo, a alta incidéncia, 157 casos para 100 000
habitantes, e mortalidade da doenca, cerca de 1 morte para 10 casos, provocava,
anualmente, mais mortes do que sarampo e poélio juntas (Clark, 2014). De 1926 a
1930, ainda nos Estados Unidos, foram reportadas 36 013 mortes associadas a

coqueluche (Cherry, 2007).

Com a introdugdo da vacina durante os anos 1950-1960, e conseguinte
aumento da cobertura vacinal pelos paises, a prevaléncia da doencga declinou

significativamente (<90%) em paises industrializados (WHO, 2015), inclusive nos
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Estados Unidos (Figura 5).Porém, a partir da década de 1990, foi observada a
reemergéncia da infeccdo por Bordetella pertussis em varios paises com elevados
indices de vacinacdo populacional. Atualmente, a coqueluche tornou-se a doenca
evitavel por vacina de maior prevaléncia em paises desenvolvidos (Cherry, 2007;
Clark,2014; KalloneneHe, 2009).
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Figura 5. Numero de casos de Coqueluche nos
Estados Unidos de 1922 a 2005 de acordo com dados
do CDC.

Fonte: Cherry, 2007.

Outro fato observado foi a persisténcia de periodos interepidémicos de, em
alguns trabalhos, 2-5 anos (Clarks, 2014; Cherry, 2007), em outros, 6 anos
(Fismanet al, 2011).Pela periodicidade, sugere-se que, apesar da vacina prevenir a
coqueluche ou sua severidade, a transmissdo da Bordetella pertussis
continua(Clarks, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que, em 2008, ocorreram 16 milhdes
de casos de coqueluche no mundo, sendo 95% em paises em desenvolvimento.

Entre estes casos, cerca de 195 000 pacientes morreram pela doenga (WHO, 2010).
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Em paises com elevada cobertura vacinal, a coqueluche é comumente
observada em adolescentes e adultos (Kallonen e He, 2009) os quais tém sido
considerados fontes da infeccdo em recém-nascidos cuja morbidade e mortalidade
sdo mais altas (Guiso, 2014; Mcintyre e Wood, 2009). Conclui-se, entdo, que a
coqueluche €é ainda uma importante causa de mortalidade infantii e uma
preocupacdo de salude publica mesmo em paises com alta cobertura vacinal.No
mapa a seguir, esta apresentado o mapa mundial da cobertura vacinal da DTP em

criancasno ano de 2013 (Figura 6).

I - 50% (07 paises ou 4%)
0 50-79% (27 paises ou 14%)

» [C180-89% (31 paises ou 16 %)
I - 90% (129 paises ou 66%)
[__1Nao Disponivel
[ Nao Aplicavel

Figura 6. Cobertura vacinal com DTP em criancas em 2013.
Fonte: WHO/UNICEF Reviséo de Estimativa Vacinal em 2013, julho de 2014.

No Brasil, desde 1990, verificou-se significativa reducdo na incidéncia dos
casos de coqueluche. No inicio daquela década, a incidéncia era de 10,6 casos para
cada 100 mil habitantes e a cobertura vacinal de cerca de 70%. Quando as
coberturas se elevaram para valores proximos a 95 e 100%, entre 1998 e 2000, a
incidéncia foi reduzida para 0,9 casos para cada 100 mil habitantes(MS, 2014). Em
2010, a incidéncia ja era de 0,32 casos para cada 100 mil habitantes. Entretanto, em
meados de 2011, observou-se um aumento subito do numero de casos da doenca,
gue ultrapassou o limite superior esperado(MS, 2014). Em 2012, o niumero de casos,
registrados por semana epidemiolégica, manteve-se em niveis superiores ao
esperado (MS, 2014). Abaixo estdo demonstrados os dados de casos de Bordetella
pertussis no Brasil de 2001 a 2012 de acordo com a faixa etaria (Figura 7) e o

namero de casos confirmados notificados no Sistema de Informacéo de Agravos de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guiso%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24103807
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Notificacdo, segundo regido geografica durante os anos de 2010 a 2015 no Brasil

(Quadro?2).
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Figura 7. Casos de coqueluche notificados no Brasil de 2001 a 2012 de acordo
com faixa etéria.
Fonte: Organiza¢do Mundial da Saude, 2014.

Quadro2. Casos confirmados notificados no Sistema de Informacgédo de
Agravos de Notificacdo, segundo regido geografica, de 2010-2015.

(0]
2010 2011 2012 2013 2014 semlestre

2015

Regido Norte 33 93 271 370 464 178

Regido Nordeste 78 407 687 934 2806 414

Regido Sudeste 167 1167 2596 3418 3034 578

Regiéo Sul 107 334 1394 1334 1446 334

REPED CHIE 42 69 232 481 723 191
Oeste

Total 427 2070 5180 6537 8473 1695

Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema de informag&o de Agravos de Notificacdo —
SINAN NET, 29/07/2015.

O Distrito Federal, de acordo com o informe técnico- N°

GVEI/DIVEP/SVS/SES de 14 de fevereiro de 2013, no periodo de 01 janeiro a 31 de

dezembro de 2012, também foi observado um aumento do ndmero de casos

notificados e confirmados da doenca em relacdo aos anos anteriores (SESDF,

2013). Abaixo segue a tabela de casos de coqueluche confirmados e notificados no
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Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo de 2010 a 2014 no Distrito
Federal(SINAN, 2015) (Quadro3).

Quadro3. Casos de coqueluche confirmados notificados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo - Sinan Net- de 2010 a 2014 no Distrito

Federal.
2010 2011 2012 2013 2014 Total
19 28 86 170 301 604

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de informac¢do de Agravos de Notificacdo —
SINAN NET, 29/07/2015.

Vérias hipéteses que explicam o aumento da incidéncia da coqueluche estao
sendo investigadas. As principais sugestfes sdo: mudancas genéticas e fenotipicas
das cepas de Bordetella pertussis; diminuicdo do potencial das vacinasem induzir
imunidade e sua duracdo; aumento e melhoria da vigilancia epidemioldgica,
incluindo reconhecimento, por parte do profissional de saude, das manifestacdes
atipicas da doenca, principalmente em adultos e vacinados; e melhoria na
capacidade de diagnostico laboratorial com a introducdo de técnicas moleculares
(Cherry, 2007; Bamberger ES, Srugo [, 2008).

1.6 Prevencéo dacoqueluche: Vacinacéao

A vacina contra coqueluche tem sido integrante do Programa Alargado de
Imunizacdo da OMS desde a criacédo do programa em 1974. Em 2008, cerca de 82%
das criancas do mundo receberam 03 doses da vacina o que evitou, segundo
estimativas da OMS aproximadamente 687 000 mortes (WHO, 2010).

Existem dois tipos de vacinas contra coqueluche: uma composta por células
de B. pertussis inteiras (WP) e a vacina acelular (aP). A wP, primeira a ser
desenvolvida, foi introduzida na metade do século XX e trata-se de uma suspenséao
de células de B. pertussis inteiras e inativadas. Geralmente, encontra-se disponivel
em combinacdo com vacinas contra difteria e tétano. A imunizacéo induzida pela wP
é efetiva, porém tem sido associada a reacdes adversas como febre, agitacéo,
vomitos e, inclusive, convulsdes (Cherry, 2007). Essas rea¢fes tendem a aumentar
com a idade e o numero de doses, portanto, esta vacina ndo € recomendada para

imunizacao de adolescentes e adultos (WHO, 2015).
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O segundo tipo de vacina produzida contra coqueluche, a aP, introduzida na
década de 1980, é composta por 01 a 05 fatores de viruléncia purificados e
inativados da bactéria em diferentes combinacfes (as Ptx, Prn, FHA — e as duas
fimbrias — Fim2 e Fim3) (Kallonen T, He Q, 2009). Ela apresenta menos reacdes
adversas do que a wP, mas tem sido associada a menor duragdo da imunidade
entre os vacinados (Smits K, 2013). Embora venha sendo gradualmente substituindo
a WP em paises desenvolvidos, a aP apresenta um alto custo de desenvolvimento e
producdo (WHO, 2010).

Diferentes estratégias de imunizagdo tém sidoadotadaspelos paises a fim de
diminuir a incidéncia de casos de coqueluche. A OMS recomenda uma série inicial
de 03 doses subsequentes da vacina a serem administradas na idade de 06
semanas, na idade de 10-14 semanas e de 14-18 semanas. Deve-se obedecer a um
intervalo de 04-08 semanas entre as doses, sendo que a Ultima deve ser concluida
até os 06 meses de idade. Além dessas, a administracdo de uma dose de reforco &
recomendada para criangas entre 01-06 anos (WHO, 2010; Zeepet al, 2011; Nitsch-
Osuchet al, 2013). Estudo indica que a dose de reforco na fase pré-escolar da
crianca restaura a percentagem de protecdo para acima de 50% (Carollo Met al,
2014). Outra medida adotada € a vacinacdo de adolescentes e adultos tanto para
diminuir o nimero de casos quanto para diminuir as fontes de transmissao da
bactéria para criancas, porém o custo-beneficio precisa ser avaliado pela vacina aP
ter um valor elevado (WHO, 2010; Nitsch-Osuchet al, 2013). A vacinac¢do de
familiares e adultos préximos a crianca também €& importante, bem como de

profissionais da saude. (Bamberger ES, 2008;Nitsch-Osuchet al, 2013).

A imunizacgdo de gestantes com a aP tem se mostrado importante ferramenta
no combate contra a coqueluche. A vacinacdo da mée permite a producdo de
anticorpos que atravessam a barreira placentaria e persistem circulantes no recém-
nascido por 36-55 dias o que pode conferir protecdo a ele. (Terranella A et al, 2013;
Shakib JH et al, 2010).

O Brasil introduziu um cronograma de 03 doses primarias de wP mais um
reforco aos 15 meses em 1977 (DTwP - difteria, tétano e pertussis celular). Em
2004, a administracdo de uma dose reforco foi adotada para criancas de 04 a 06

anos de idade. A partir de 2012, foi inserida a vacina pentavalente com wP que atua
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contra difteria, tétano, coqueluche, Haemophilusinfluenzae do tipo b e hepatite B.
Atualmente, a pentavalenteé administrada em um calendario de 03 doses primarias
aos 02, 04 e 06 meses de idade. Sdo realizadas também mais duas doses de
reforco de DTwP aos 15 meses de idade e aos 04 anos de idade. (WHO, 2014)

O aumento de casos fatais entre criangcas levou o pais a incorporar ao
programa nacional de imunizacdo a administracdo da aP em mulheres gravidas a
partir de 2014. Essa vacinacdo deve ser efetuada a cada gestacao,
preferencialmente, entre as 27% e 36° semanas, podendo ser administrada até 20
dias da data provavel do parto. Ocorre também vacinacdo dos profissionais de
saude que atuam em maternidades e em unidades de internacdo neonatal,

atendendo recém-nascidos e criancas menores de 01 ano (MS, 2014; WHO, 2014).

1.7 Técnicas de Tipagem no Estudo Epidemiolégico da B. pertussis

Diversas técnicas de tipagem tém sido descritas a fim de classificar e rastrear
mudancgas evolutivas nas populacdes de Bordetella pertussis, principalmente, na
tentativa de explicar o aumento do nimero de casos de coqueluche em uma época

de alta cobertura vacinal.

Historicamente, a sorotipagem apresentada importante papel na classificacéo
desse agente infeccioso. Trata-se de uma técnica fenotipica baseada nas
expressdes fimbriais apresentadas pelas cepas (Kallonen T, He Q, 2009). Os
sorotipos sao definidos a partir de reacdes com antissoros especificos e podem ser
classificados em Fim2, Fim3 e Fim2,3 (Leite D et al., 2012).Apesar de ser uma
técnica bastante utilizada, ela apresenta capacidade limitada na determinacédo de
semelhancas e diferencas filogenéticas dos diferentes isolados por possuirem menor
poder discriminatério (Vilchez G, Alonso G, 2009). Por essa razdo, a sorotipagem
tem sido complementada por métodos genotipicos como pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), multi-locussequencetyping (MLST),multiple-LOCUS
VARIABLE-number tandem repeatanalysis(MLVA), entre outros (Advani A, Van
DER, Heide HGJ, Hallander HO,Mooi FR., 2009; Mooi FR, 2010)(Quadro4).
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Quadro4. Comparagdo entre os métodos comuns de tipagem molecular
utilizados em estudo de cepas de Bordetella pertussis.

Caracteristicas o Poder
_ Reprodutibilidade | =~ =
Gerais Discriminatorio
Expressédo das fimbrias Médio Baixo
Sequenciamento de -
Alta Médio
genes-alvo
Analise de sitios
polimorficos em o
_~ . Alta Médio
regides de repeticao
em Tandem
Polimorfismo
gendmicopela macro- -
Médio Alto

restricdo baseada na
Xbal

Fonte: He Q, 2014

O desenvolvimento de métodos moleculares tem promovido novas
ferramentas para aprimoramento da vigilancia e deteccdo e monitoramento de
surtos. Cada técnica tem vantagens e limitacdes. Variam com relac@o a rapidez de
resposta, ao poder discriminatério, ao custo, a reprodutibilidade e a laboriosidade. A
escolha do método a ser utilizado dependera do objetivo e das condicbes da

investigacdo epidemiolégica (Sabat AJ, 2013).

A analise do polimorfismo genético por meio do PFGE (Pulsed Field Gel
Electroforesis - Eletroforese em Gel de Campo Pulsado) é considerada padréo ouro
para estudos epidemiolégicos da coqueluche por apresentarmaior poder
discriminatério e maior versatilidade (Leite D et al., 2012; Vilchez G, Alonso G,
2009).Porem, o PFGE é uma técnica mais laboriosa e demanda tempo para
obtencao dos resultados (Advani A, Van DER,Heide HGJ, Hallander HO, Mooi FR.,
2009;He Q, 2014; Vilchez G, Alonso G, 2009).

Contudo, a estudos tem mostrado que a B. pertussis € extremamente
monomoérfica. Embora as cepas tenham apresentado mudancas de perfis ao longo

do periodo vacinal, essas mudancas néo tém sido associadas a aquisicdes génicas,
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mas sim, principalmente, a pequenas mutacfes adquiridas ao longo do tempo
denominadas de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) (Mooi FR, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a marcante elevagao da prevaléncia de casos de coqueluche
no Brasil e no mundo, é importante investigar o cenario atual da doenca no Distrito
Federal e entorno. Assim, estudos que visem a identificacdo do perfil epidemiolégico
da doenca sdo essenciais para o delineamento de estratégias para seu controle e
erradicacao. Neste sentido, metodologias de tipagem bacteriana sdo ferramentas de
grande aplicabilidade e de ampla utilizagao.

Apesar de ser historicamente reconhecida para estudos de mapeamento
epidemioldgico, a técnica de sorotipagem apresenta dificuldades na diferenciacéo de
clones bacterianos. Assim, a andlise conjunta da sorotipagem e técnicas de tipagem
molecular possibilita a identificacdo mais precisa e robusta dos clones bacterianos
associados ao surto permitindo o seu mapeamento epidemiolégico molecular. Estas
abordagens permitem a identificacdo da cadeia epidemioldgica de transmissédo da
coqueluche constituindo uma ferramenta Util para avaliacdo e atualizacdo de

politicas publicas para controle e erradicacdo da doenca no DF e Brasil.

Neste projeto, identificamos os clones de B. pertussis veiculados no DF no

periodo de 2012 a 2014 por meio de sorotipagem e PFGE.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Realizar caracterizacdo epidemiolégica molecular e clonal de todas ascepas
de Bordetella pertussis isoladas, noDistrito Federal,de pacientes com suspeita de

coqueluchedurante o periodo de 2012 a agosto de 2014.

3.2 Objetivos especificos:

e Descrever dados de prevalénciade acordo com faixa etériae residéncia dos
pacientes com cultura positiva para B. pertussis periodo em avaliagéo;

e Determinar os sorotipos de Bordetella pertussis circulantes no Distrito Federal
durante periodo em avaliacéo;

e Definir o perfil epidemiolégico molecular das cepas circulantes no periodo por
meio da técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE);

e Identificar o perfil clonal dos surtos de Bordetella pertussiscausadoras de
coqueluche em Brasilia no periodo por meio da andlise conjunta dos dados

de epidemiologia molecular e sorotipagem.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho pesquisa,CAAE 43098415.6.1001.5553,foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa — FEPECS/SES-DF — de acordo com o parecer
consubstanciado numero 1.056.702 de 11 de maio de 2015 (Anexo A).

4.1 Amostras bacterianas e cultivo

No presente estudo, foramutilizadas cepas de B. pertussis isoladas no Distrito
Federal e entornono periodo de julho 2012 a agosto de 2014. O isolamento das
cepas foi realizado no Laboratério Central de Saude Publica do DF (LACEN-DF),
instituto responsavel pela vigilancia e pesquisa de B. pertussis noDistrito Federal.

As amostras de pacientes com suspeita de coqueluche ou contato de
pacientes com suspeita foram enviadas ao LACEN-DF, pelas Unidades de Saude do
Distrito Federal,em tubos contendo o meio de transporte Regan-Lowe com
cefalexina e com oswab de alginato de célcio com haste flexivel, contendo a
secrecao coletada, inserido no meio.

Todas as cepas isoladas foram incluidas no estudo. Um total de 92 cepas
isoladas de amostras de swab de nasofaringe foi investigado. As cepas, previamente
estocadas a — 70° C, foram semeadas em agarRegan-Lowe e incubadas a 35-37° C

em atmosfera imida por 3-4 dias para crescimento bacteriano.

4.2 Sorotipagem

A sorotipagemfoi realizada pelo Nucleo de Doencas Entéricas e Infec¢des por
Patogenos Especiais do Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz/SP
(IAL/SP), instituicdo publica responsavel pela realizacdo dasorotipagem de todas as
cepas de B. pertussis enviadas pelo LACEN-DF. A técnica utilizada para
sorotipagem € a microaglutinacaorealizada com os antigenos fimbriais 2 e 3, que

caracterizam 0s sorotipos.

4.3 Descri¢cdo dos dados epidemioldgicos

A descricdo dos dados epidemiologicosfoi realizada de acordo com faixa

etariae residéncia dos pacientes com cultura positiva para B. pertussis pelo LACEN-
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DF no periodo em estudo. Para este fim, foi utilizado o software IBM SPSS Statistic

20. Os dados foram apresentados por meio de figuras e tabelas.

4.4 Perfil de macro-restricdo por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE)

A PFGE e o perfil de macro-restricio das cepas foram realizados pelo
Laboratério de Doencas Entéricas do IAL/SP, instituicdo publica de referéncia
nacional para a tipagem molecular de B. pertussis no Brasil, onde tal processo
possui padronizacdo e validagcdo.A PFGEfoi desenvolvida baseada noprotocolo
descrito por ADVANI A, DONNELLY D, HALLANDER H (2004).

ApoOs o cultivo das cepas em meio Agar Carvdo (OXOID) suplementado com
10% sangue de carneiro ou cavalo e cefalexina (40ug/mL) em estufa a 35 °C + 2 por
3-5 dias,uma colbnia foi selecionada e utilizada para a obtencdo de cultura

confluente para o preparo de plugsde agarose.

Para a suspensao bacteriana e confeccéo dos blocos de agarose contendo as

amostras de DNA foram seguidas as seguintes etapas:

e Preparou-se o tampao TE (Tris 10mM:EDTA 1 mM,pH 8,0);

e Preparou-seagaroseSeaKem Gold a 1% em tampé&o TE e a manteve em
BM a 55 °C — 60 °C;

e Preparou-se o tampao de suspensao celular — TSC (Tris 100mM: EDTA
100mM, pH 8.0);

e Distribuiu-se TSC em tubos ajustaveis a colorimetro, turbidimetro ou
espectrofotdmetro;

e Prepararam-se as suspensdes bacterianas de modo a obter uma DO de
0.52-0.60, em DadeMicroscanTurbidity Meter ou 20% de transmitancia
em colorimetro ou DO 640nm de aproximadamente 1.40 em
espectofotdmetro;

e Prepararam-se os moldes reutilizaveis dos blocos de agarose, vedando
a base com fita adesiva e enumerando cada po¢co com O numero

correspondente as amostras;
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e Transferir 400ul da suspensdo celular a cada eppendorff para as
amostras;

e Adicionaram-se 20ul de uma suspensdo de Proteinase K (solucéo
estoque 20 mg/ml), agitando suavemente;

e Adicionaram-se 400ul de agaroseSeakemgold 1% mantida em BM,
misturando-se suavemente;

e Imediatamente, depositou-se a mistura nos pocos do molde de blocos
de agarose;

e Deixou-se solidificar por 10-15min.

Para a lise das células no bloco de agarose,5mL de solucdo de lise
(Tris50mM: EDTA 50mM, pH8.0: sarcosyl 1%) foram distribuidos em cada tubo
acrescentando 25ul de Proteinase K ( 20mg/mL). Os moldes dos blocos foram
abertos e colocados no tubo conico contendo a solucdo de lise. Esse permaneceu
na incubadora com 125 rpm por 1.5-2.0h a 54 °C.

Ao término da etapa de lise, a solucdo de lise de cada tubo foi retirada e
foramacrescentados15mL de &gua destilada, lavando de 2 a 3 vezes rapidamente.
Novamente, acrescentaram-sel5mL de 4gua destilada e incubou-se por 15 min na
incubadora com agitacdo. Apds incubacdo, a agua dos blocos foi eliminada e
adicionou-se 15mL de tampao TE, transferindo para incubadora com agitacéo por 20
min — procedimento realizado por 4 vezes. Ao decantar o Ultimo lavado,

acrescentaram-se5mL de tamp&o TE.

Apoés a lavagem dos blocos de agarose, adicionaram-se 200uL de tampéo 1X
Xbal, em tubos cénicos de 1500 uL, previamente identificados com o niumero das
amostras onde foram inseridos 1mm de cada bloco de agarose nos tubos
correspondentes. Os tubos foram incubados em BM 55 °C — 60 °Ca 37 °C por 15
min. De cada um, removeu-se o0 tampéao e 200uL de tampé&o 1X Xbal e 5uL Xbal da
enzima de restricdo foram acrescentados. Tudo foi incubado em BM a 37 °C por 1,5
hora.

Para a preparacao do gel de agarose, misturou-seagaroseSeaKemGold a 1%
em TBE 0,5 X, mantendo a solugdo em BM a 50 °C. Os blocos de agarose (plugs)
foram retirados dos tubos apos digestdo do DNA e colocados sobre os pentes para a
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corrida. Apds a secagem dos plugs, por aproximadamente 15min, acrescentou-se a
agarose com TBE no molde para o gel, fechando os pocos com a agarose.
Aguardaram-se 20-30 min para a completa solidificacdo da agarose, antes de
colocar na cuba de eletroforese. Em seguida, colocaram-se 2L de tampéo TBE 0,5X

dentro da cuba. Para a eletroforese foram utilizados dois pulsos:

Quadrob5. Pulsos utilizados na eletroforese em gel para a PFGE.

Eletroforese Pulso 1 Pulso 2
Tempo inicial 5 seg 8 seg
Tempo Final 6 seg 35 seg

Tempo de corrida 11h 13h

Angulo 120° 120°
Gradiente 6.0V/cm 6.0V/cm
Temperatura 14 °C 14 °C
Fator Linear Linear

Apoés o término da corrida eletroforética, corou-seo gel com brometo de etidio
(10 mg/mL em 400 mL de agua destilada) por 30 minutos. Descorou-se o gel em,

aproximadamente, 250 mL de agua estilada por 30 minutos e a imagem capturada.

A analisedas imagensfoi realizada por meio do programa Bionumericsversao
5.1 (AppliedMaths, Keistraat, Belgium) pela observacdo dos fragmentos de restricao
apos corrida eletroforética, comparando o padrdo de restricdo entre as amostras.
Para a constru¢cdo do dendrograma de similaridade genética, utilizou-se o método
UPGMA (UnweightedPairGroupMethodwithArithmeticMean).
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

Um total de 92 cepas de B. pertussis isoladas pelo LACEN-DF entre no

periodo de julho 2012 a agosto de 2014 foi analisado.

5.1 Dados Epidemioldégicos da Distribuicdo da B. pertussis Isoladas pelo
Lacen-DF

De acordo com a distribuicdo por faixa etaria, houve predominio de culturas
positivas na faixa de 02 a 04 meses de idade (39/92), seguido pela faixa de 0 a 01
més (29/92), sendo que,aproximadamente, 70% (68/92) dos casos se concentraram
nesses dois grupos. Também houve isolamento de 06 cepas em pacientes na faixa
etaria de 05 a 06 meses, 07 cepas em pacientes de 07 meses a 02 anos, 01 cepa
em pacientes entre 03 e 05 anos, 01 cepa em paciente entre 06 e 12 anos e 09
cepas em pacientes maiores de 12 anos (Figura 8).

A maior prevaléncia dos casos positivos faixa etaria de 0 a 01 més,
provavelmente, deve-se a baixa imunidade apresentada por esse grupo,uma vez
gue a primeira dose da vacina contra coqueluche é oferecida apenas aos 02 meses
de idade. Contudo, esse cenario podera sofrer alteracdes devido a introducdo da
administracdo da vacina aP em gestantes a partir de 2014 (MS, 2014) cujo objetivo é

a passagem de anticorpos maternos ao feto via transplacentéria.

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul, Trevizan e Coutinho (2008)
observaram que, apesar dos indices crescentes e elevados de cobertura vacinal,
houve o aumento progressivo da notificacdo e confirmacgéo de casos a partir do ano
2000 em diferentes faixas etarias, embora mais acentuado na faixa etaria de
menores de 01 ano.A elevacdo da ocorréncia de coqueluche em adultos e
adolescentes tem sido associada a provavel diminuicdo da imunidade induzida pela
vacinacao ao longo dos anos(Trevizan e Coutinho, 2008).

Nos Estados Unidos,Terranellaet al (2013) afirma que a maior taxa de
incidéncia (160/100 000) também ocorreu em criancas com idade inferior a 02
meses, com o declinio de incidéncia em criangcas maiores devido a maior cobertura
vacinal (Terranellaet al,2013).Contudo no inicio dos anos 2000, houve aumento no

namero de casos e a incidéncia em adolescentes comecou a aumentar
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desproporcionalmente quando comparado ao aumento observado em criangas
(Skoffet al, 2012). Como citado anteriormente, tem-se atribuido o aumento do
namero de casos em adolescentes e adultos a imunidade ndo duradoura da vacina.
Razao pela qual alguns pesquisadores p6éem em discussdo, como medida de
controle da incidéncia da coqueluche, a importancia da vacinacdo de adolescentes e
adultos(Loeffelholz M, 2012).
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Figura 8. Distribuicdo das faixas etarias de pacientes com cultura positiva para
Bordetella pertussis no periodo de julho/2012 a agosto/2014. Faixa etaria de 02 a
04 meses de idade: 39 cepas; faixa etaria de 0 a 01 més: 29 cepas; faixa etaria de
05 a 06 meses: 06 cepas; faixa etaria de 07 meses a 02 anos: 07 cepas; faixa
etéria de 03 e 05 anos: 01 cepa; faixa etaria de 06 e 12 anos: 01 cepa; faixa etaria
de 12 anos: 09 cepas.

Em relacdo a regido geografica, observou-se o isolamento de 69 cepas
deBordetella pertussisem 16 regides administrativas do Distrito Federal — Brasilia (07

cepas), Brazlandia (01), Candangolandia (01), Ceilandia (08), Cruzeiro (01), Gama
(01), Guara (07), Nucleo Bandeirante (03), Planaltina (10), Recanto das Emas (06),
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Riacho Fundo (03), Santa Maria (01), Sdo Sebastiao (02), Samambaia (07),
Sobradinho (08) e Taguatinga (03) (Figura 09).

Além desses isolamentos, 23 culturas positivas foram oriundas do entorno do
DF, sendo 20 isolamentosde Goias (02 da Cidade Ocidental, 02 de Formosa, 01 de
Ipameri, 02 de Luziania, 03 do Novo Gama, 01 de Rio Verde, 03 de Santo Antbnio
do Descoberto, 05 de Valparaiso e 01 de Vila Boa,) e 03 isolamentos de Minas
Gerais (01 de Bonfinopolis e 02 de Unai)(Figura 10). As 23 culturas positivas do
entorno sao referentes as notificagBes realizadas pela vigilancia epidemioldgica do
DF devido aos pacientes provenientes de outros estados terem sido atendidos em
unidades de saude do DF e ndo correspondem ao numero total de casos ocorridos

nos respectivos estados (GO e MG) que possuem equipe de vigilancia propria.
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Figura 9. Mapa de distribuicdo dos sorotipos de Bordetella pertussis no Distrito Federal de julho/2012 a agosto/2014 de
acordo com a regido. Observou-se o isolamento de 69 cepas deBordetella pertussisoriundas de 16 regides administrativas do
Distrito Federal — Brasilia (07 cepas), Brazlandia (01 cepa), Candangolandia (01 cepa), Ceilandia (08 cepas), Cruzeiro (01
cepa), Gama (01 cepa), Guara (07 cepa), Nucleo Bandeirante (03 cepas), Planaltina (10 cepas), Recanto das Emas (06
cepas), Riacho Fundo (03 cepas), Santa Maria (01 cepa), Sdo Sebastido (02 cepas), Samambaia (07 cepas), Sobradinho (08

cepas) e Taguatinga (03 cepas).

48



Distrito Federal e Entorno

Aguas Lindas fi,ﬁgcuda (lios'.;}orotrﬁ)us:?
de Goias * Fim2.3
* Fim2
Fim3
quua Fria
Pirendpolis Mimoso s
®——Vila Boa
*01
Padre Planaltina Formosa
Bernardo 02
— > Buritis - MG
Cocalzinho : Distrito Federal
de Goias *11 .
® *39 -} Cabeceiras
18
® \
SantoAntonio _| o > [ ] e Cabeceira
do Descoberto ® Grande - MG
=01
*01 N e Unai - MG
olvo Gama (
ol 03 02 Outras Cidades:
Bonfinépolis-MG
Luziani Cristalina 01
SOy Ipameri-GO
Abadidnia 01
o DF Alex8nia Rio Verde-GO
[ e
MG Corumba de Goias
*03 =02
02

Figura 10.Mapa de distribuicdo dos sorotipos de Bordetella pertussis isoladas pelo
LACEN-DF oriundos da regido do entorno do DF.23 culturas positivas foram oriundas
do entorno do DF, sendo 20 isolamentos de Goias (02 da Cidade Ocidental, 02 de
Formosa, 01 de Ipameri, 02 de Luziania, 03 do Novo Gama, 01 de Rio Verde, 03 de
Santo Antonio do Descoberto, 05 de Valparaiso e 01 de Vila Boa,) e 03 isolamentos de
Minas Gerais (01 de Bonfindpolis e 02 de Unai).
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E possivel notar que houve prevaléncia de isolamento de cepas de Bordetella
pertussis de amostras provenientes de Planaltina-DF (10/92), seguido de Ceilandia e
Sobradinho (ambas com 08/92). Porém a analise dos dados referentes a localidade
do isolamento requer cautela. Nao € possivel concluir que houve maior nimero de
casos nessa regido sem uma investigacdo epidemiologica especifica a qual ndo é

objetivo do presente trabalho.

No entanto, existem problemas a serem abordados mediante o dado em
discusséo como a subnotificacdo de casos, a sensibilidade da equipe de vigilancia e

dos profissionais da area e o0 método de diagnéstico laboratorial disponivel.

Nos Estados Unidos, estima-se que os numeros reais de doenca e morte
referentes ao agravo coqueluche sejam 2 a 3 maiores do que o numero de casos
notificados (Cortese MM et al, 2008).Infere-se, entdo, que a sensibilidade do sistema
de vigilancia pode interferir consideravelmente nos dados obtidos. Um sistema de
vigilancia efetivo aumenta a capacidade de notificacdo e, inclusive, a capacidade de
confirmacéo laboratorial ja que se espera maior coleta de amostras em tempo habil

e recebimento dessas pelo laboratério.

A escolha da ferramenta para diagnéstico laboratorial utilizada € outro
aspecto a ser abordado. A técnica disponivel para diagnéstico laboratorial da
coqueluche no DF pelo Lacené a cultura. Estudos mostram que a cultura possui
especificidade de 100% e sensibilidade de 58%,enquanto que a PCR possui
especificidade de 93% e sensibilidade de 97% (DragstedDM et al,2004). Logo, pode-
se concluir que, por meio da cultura podem ser liberados resultados falso-negativos
e 0 numero de casos de coqueluche pode ser maior do que o niumero de culturas

positivas para B. pertussis no DF.

No primeiro semestre de 2014, de acordo com SINAN-NET — 2015, foram
confirmados 136 casos de coqueluche notificados no Distrito Federal e, no mesmo
periodo, houve isolamento de 27 cepas do agente etiolégico.Diante do exposto,
verifica-se a necessidade de implantacdo do método de diagnostico pela PCR,
especificamente o da PCR em tempo real para melhoria da investigacdo dos casos

suspeitos de coqueluche. Essa ferramenta tem fornecido muitos beneficios, como o
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seu resultado altamente sensivel e a sua rapidez de resposta a vigilancia
epidemioldgica, facilitando o controle e prevencéo da doenca (Loeffelhoz M, 2012).

5.2 Sorotipagem

Durante o periodo analisado, houve isolamento dos trés sorotipos de
Bordetella pertussis: Fim2, Fim3 e Fim2,3. Prevaleceu o sorotipo Fim2 (53,23% -
49/92), seguido dos sorotipos FIim3 (32,61% - 30/92) e Fim2,3 (13,04% - 12/92).
Uma cepa aglutinou apenas com o0 antissoro espécie-especifico para Bordetella
pertussis, mas ndo aglutinou com os antigenos fimbriais Fim2 e Fim3. Fenotipos
com a auséncia das fimbrias do tipo 2 e tipo 3 sdo denominados Fim2,3". (Figura
11).

SOROTIPOS
W Fim2,3
B Fim2
EFim3
BWFim2-3-

Figura 11. Distribuicdo dos sorotipos das 92 cepas de Bordetella
pertussis isoladas pelo Lacen-DF no periodo de julho/2012 a
agosto/2014
Este fato difere do encontrado por Leite et al (2012) em estudo realizado em
Séo Paulo no qual a predominancia das cepas de B. pertussis pertenceu ao sorotipo
Fim3 (Leite D et al., 2012). Resultado também observado em paises da Asia (Zhang,
Liu et al., 2010) e Europa — regiées com longo histérico vacinal (Kallonen T, He,

2009). Estudos relatam a predominancia do sorotipo Fim3 em populagbes
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vacinadas, enquanto sorotipos Fim2 ou Fim2,3 predominam em populacdes néo
vacinadas(Kallonen T, He, 2009; Hallander HO et al., 2005; Preston NW, 1985). Vale
ressaltar que o DF apresenta alta cobertura vacinal(GVEI/DIVEP/SVS/SES, 2013).

Além disso, o sorotipo Fim2 foi o mais frequente em todas as faixas etarias,
exceto na faixa dos maiores de 12 anos (Figura 12), o que é contraditério com 0s
estudos que afirmam a prevaléncia desse sorotipo em popula¢des nao vacinadas ja
qgue, no Distrito Federal, tem-se uma boa cobertura vacinal.Sugere-se, entdo, uma
avaliacdo mais aprofundada sobre o desempenho da politica vacinal ou da propria

vacina utilizada na regiéo.

SOROTIPOS
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CJFim2-3-

20

15

10

NUMERO DE CEPAS ISOLADAS

1 1]

| 1
DaDiMES 02A04 O05A06 OFMESES 03 A0 068A12 MAIORES
MESES  MESES A02 ANOS AMNOS DE 12
ANOS AMNOS

FAIXA ETARIA

Figura 12. Distribuicdo dos sorotipos das 92 cepas de Bordetella pertussis
isoladas pelo Lacen-DF no periodo de julho/2012 a agosto/2014 de acordo com a
faixa etéria dos pacientes.

-

E importante considerar a maior dificuldade de isolamento do agente em
adultos, dificultando a comparacéo real entre os sorotipos nas diferentes idades.
Nakamura et al (2011) afirma que a concentracdo de DNA de B. pertussispresente

no swab de nasofaringe depende altamente da idade do paciente. Relata que
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adultos possuem niveis bastante baixos DNA e micro-organismos tanto durante as
fases iniciais quanto nas finais da doenca, o que explicaria 0 nimero de cultura
negativa em casos de coqueluche em adultos o que também corrobora com a
necessidade da utilizacdo da PCR em tempo real como método de diagndstico

laboratorial (Nakamura et al, 2011).

Contudo, a ressurgéncia da coqueluche tem sido observada em varios paises
como descrito anteriormente. Atribui-se o ressurgimento a falha vacinal, a baixa
imunidade protetora e pouco duradoura, a diferenca das cepas circulantes, dentre
outros fatores (Lynfield R, Schaffner W, 2014), porém a verdadeira causa
permanece em discussdo. Uma das caracteristicas pela qual se atribui a diferenca
genética é que, em alguns paises, os alelos de antigenos expressos pelas cepas de
Bordetella pertussis em circulagcdo possuem diferencas daqueles expressos pelas
cepas de vacinas de onde foram derivados (Mooi FR, Van Der Maas NA, De Melker
HE, 2014; Schmidtke AJ et al., 2012),

Em relacdo a severidade da doenca e o sorotipo da Bordetella
pertussisexistem controvérsias. Uma associacdo entre o sorotipo Fim2 e a
severidade da coqueluche foi descrita no Reino Unido (Van Buynder PG et al,
1999),porém em estudo realizado na Suécia nédo foi encontrada associacao entre o

tipo de fimbria e as manifestacdes clinicas da doenca (Advani A et al., 2007).

Outro ponto a ser observado € a distribuicdo dos sorotipos por area geogréfica
como pode ser observado na figura 9 e 10. No DF, houve prevaléncia do sorotipo
Fim2 (39/68), seguido do sorotipo Fim3 (18/68) e Fim2,3 (11/68), enquanto que, das
cepas oriundas do entorno do DF, houve prevaléncia do sorotipo Fim3 (12/23),
seguido do sorotipo Fim2 (10/23) e Fim2,3 (1/23). Em relacdo a distribuicdo pelas
regides administrativas do DF, o sorotipo Fim2 foi encontrado em 15 regides, o
sorotipo Fim3 em 9 e o Fim2,3 em apenas 7. Pela andlise do mapa (figura 9),
percebe-se o sorotipo Fim2 disperso em uma grande area do DF.

Sobre o0s sorotipos e a época de isolamento, os resultados obtidos foram de
acordo com a figura 13.
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Figura 13. Distribuicdo dos sorotipos de Bordetella pertussis de acordo com o
periodo de isolamento das cepas.

No segundo semestre de 2012, houve isolamento dos trés sorotipos com
prevaléncia do sorotipo Fim3 (Fim2 — 2/17; Fim3 — 13/17; Fim2,3 — 2/17). No
primeiro semestre de 2013, especificamente em janeiro, houve apenas o isolamento
de Fim2 (1/12) e Fim3 (11/12), porém, de fevereiro/2013 a junho/2013, a cultura de
B. pertussis foi interrompida por falta de material no LACEN-DF para realizacdo da
técnica. A partir de julho de 2013, o exame foi restabelecido e durante o segundo
semestre/2013, pode-se observar a inversdo de prevaléncia dos sorotipos, com
predominio do sorotipo Fim2 sobre os outros dois sorotipos. Essa caracteristica

permaneceu sem alteracdo no restante do periodo em estudo.

Oisolamento de 17 cepas no periodo de julho e agosto de 2014 sugere a
tendéncia de aumento no numero de casos de coqueluche no segundo semestre de
2014 (periodo néo estudado). De acordo com dados do SINAN (Tabela 3), o nUmero

de casos confirmados de coqueluche passou de 170 em 2013 para 301 em 2014.
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5.3 Perfil de Macro-restricao por PFGE

A tipagem de B. pertussis por meio da PFGE é considerada padréo-ouro

devido ao seu poder discriminatorio e reprodutibilidade.

O dendrograma gerado a partir da analise da PFGE das amostras isolados em
2012 demostrou que, nesse ano, houve circulacdo de pelo menos 09 pulsotipos de
B. pertussisno DF e entorno, porém com alta similaridade entre eles (86%) (Figura

14).0Observamos a circulacéo dos pulsotipo (Figura 15):

e BP.Xba.0051 em Planaltina — DF;

e BP.Xba.0050 em Valparaiso — GO;

e BP.Xba 0049 em Novo Gama — GO;

e BP.Xba 0039 em Planaltina — DF, Guara — DF e em Ipameri — GO;

e BP.Xba.0011 em Recanto das Emas — DF;

e BP.Xba.0010 em Brasilia — DF e Nucleo Bandeirante — DF;

e BP.Xba.0009 em Novo Gama — GO, Cidade Ocidental — GO e Guara —
DF;

e BP.Xba.0008 em Formosa — GO e Novo Gama — GO;

e BP.Xba.0007 em Planaltina — DF;

e BP.Xba.0055 em Planaltina — DF.



56

o

50

PFGE-Xbal-2012

=100

94

97.7
1
90.3

88.8

9

92

86.6

86

0.0

ﬁ
i
M

PFGE-Xbal

—2000
400.00

o
S
=}
T

I-—500.00

o llII
1l

—120.00

[— —130.00

—110.00

100.00
0.00

—80.00
—60.00
—50.00

kb

—35.00
—30.00
—20.00
—10.00

i

Key

01-70458/12
01-82895/12
01-59754/12
01-70462/12
01-70459/12
01-82896/12
01-70460/12
01-59755/12
01-70480/12
01-82893/12
01-70465/12
01-82897/12
01-82898/12
01-70456/12
01-70467/12

S. Braenderup

Sorotipo
1,2
1,3
1,2,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,3
1,23
1,3
1,3
1,3

PadraoUnico
BP.Xba.0010*
BP.Xba.0010
BP.Xba.0055
BP.Xba.0011*
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008*
BP.Xba.0049
BP.Xba.0009*
BP.Xba.0009*
BP.Xba.0009
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0050
BP.Xba.0007

Ano

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

Figura 14.Dendrograma representativo de similaridade genética do perfil eletroforético de macrorestricdo em Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado de cepas de B. pertussis isoladas do Distrito Federal e entorno em 2012.0 dendrogramaacima demostra que,
em 2012, houve circulagéo de pelo menos 09 pulsotipos de B. pertussis no DF e entorno com alta similaridade entre eles (86%).
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Figura 15. Distribuicdo dePulsotipos de B. pertussis em 2012 de acordo
com a regiao.

Em 2013, houve a circulacéo de, pelo menos, 07 pulsotipos de B. pertussis

com alta similaridade entre eles (86%) e predominio do pulsotipo BP Xba 0039

(Figura 16). Os pulsotipo encontrados foram (Figura 17):

BP.Xba.0054 em Brasilia — DF;

BP.Xba.0051 em Planaltina — DF;

BP.Xba.0040 em Santo Antonio do Descoberto — GO;

BP.Xba.0039 em Brasilia — DF, Planaltina — DF, Valparaiso — GO,
Samambaia — DF, Nucleo Bandeirante — DF, Vila Boa — GO, Guara-DF,
Brazlandia — DF, Taguatinga —DF, Ceilandia — DF e Sao Sebatido — DF;
BP.Xba.0011 em Unai — MG;

BP.Xba.0010 em Valparaiso — GO, Samambaia - DF, Ndudcleo
Bandeirante — DF e Bonfindpolis de Minas — MG;

BP.Xba.0008 em Cruzeiro — DF, Recanto das Emas — DF, Valparaiso —
GO e Samambaia — DF.
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Figura 16. Dendrograma representativo de similaridade genética do perfil eletroforético de macrorestricdo em Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado de cepas de B. pertussis isoladas do Distrito Federal e Entorno em 2013.0 dendrogramaacima demostra que,
em 2013, houve circulacdo de pelo menos 07pulsotipos de B. pertussis no DF e entorno com alta similaridade entre eles (86%)
com predominio do pulsotipo BP Xba 0039.
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Pulsotipos de Bordetella pertussis observados em 2013

4,5

3,5

25

BP.Xba.0054
® BP.Xba.0051

m BP.Xba.0040
M BP.Xba.0039

m BP.Xba.0011
M BP.Xba.0010
1+ M BP.Xba.0008

K« &« 3 < o < 3 O O 3 K « < &
S Y S ORI s 5 s S
: SEN o ¥ & & & & o F F 40
@0 F &F & F NV FE S E S \\‘?gy RN AP S §
S N Q) X 2 & F [ < N2 B Ny 0
@ ® \S g oY) O AN 0 CU S &
Q N2 N Ja & S N o & & B
O < Rl P 03 &) C F ¥ 0
N Q Q' W g 5
& &L KL © °
& N

Figura 17. Distribuicdo de Pulsotipos de B. pertussis em 2013 de

acordo com a regiao.

O dendrograma dos perfis de PFGE das cepas isoladas em 2014 observou
que, pelo menos, 06 pulsotipos de B. pertussis circularam na regido durante esse
ano. Porém os pulsotipos apresentaram alta similaridade entre eles (80%), com
predominio do pulsotipo BP Xba 0039, seguido do BP Xba 0040 (Figura 18). Os
diferentes perfis encontrados foram (Figura 19):

e BP.Xba.0052 em Planaltina — DF;

e BP.Xba.0041 em Brasilia — DF e Gama — DF;

e BP.Xba.0040 em Brasilia — DF, Ceilandia — DF, Guara — DF, Riacho
Fundo — DF, Santa Maria — DF, Samambaia — DF e Cidade Ocidental —
GO;

e BP.Xba.0039 em Brasilia — DF, Ceilandia — DF, Guara — DF,
Candangolandia — DF, Sobradinho — DF, Planaltina — DF, Riacho Fundo
— DF, S&o Sebastido — DF, Samambaia — DF, Recanto das Emas — DF,
Santo Antonio do Descoberto — GO, Luziania — GO e Valparaiso — GO;

e BP.Xba.0011 em Sobradinho — DF;

e BP.Xba.0008 em Taguatinga — DF.
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Figura 18. Dendrograma representativo de similaridade genética do perfil eletroforético de macrorestricdo em Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado de cepas de B. pertussis isoladas do Distrito Federal e Entorno em 2014. O dendrograma acima demostra que,
em 2014, houve circulacdo de pelo menos 06 pulsotipos de B. pertussis no DF e entorno com alta similaridade entre eles (80%)
com predominio do pulsotipo BP Xba 0039, seguido do BP Xba 0040.
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Figura 19. Distribuicdo de Pulsotipos de B. pertussis em 2014 de acordo

com a regiao.
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Durante todo o periodo avaliado,observamosl14pulsotipos de B. pertussis com

similaridade de 85% entre eles (Figura 20)circulantes no DF e entorno(Figuras 21 e

22). Trés cepas nao foram caracterizadas, pois ndo houve recuperacéao a partir do

estoque.

Estudo realizado por Leite et al (2012), em Séao Paulo — SP, de 2006 a 2008,

observou a presenca de 14 perfis de eletroforese em campo pulsado de B. pertussis

circulantes com elevado grau de similaridade genética entre elas (Leite D et al.,

2012). Porém nao ha como comparar os resultados do DF e de Séo Paulo, pois os

protocolos utilizados foram diferentes. Na realidade, essa é uma grande dificuldade

encontrada, ja que ndo ha um protocolo universal para padronizar as condi¢cdes de

execucdo da técnica, estudos epidemiolégicos comparativos sdo prejudicados.



PFGE-Xbal-Total PFGE-Xbal

0
20
40
80
80
=100

-0.0|

Key

01-82895/12
01-20138/13
01-20141/13
01-83769/13
01-20137/13
01-70458/12
01-59754/12
01-70462/12
01-12187/14
01-20131/13
01-70456/12
01-20123/13
01-20127/13
01-70467/12
01-84304/14
01-70459/12
01-82896/12
01-83780/13
01-20126/13
01-20129/13
01-20130/13
01-12188/14
01-12178/14
01-70460/12
01-59755/12
01-20134/13
01-75966/14
01-82897/12
01-82898/12
01-83772/13
01-83774/13
01-83776/13
01-83782/13
01-83783/13
01-83786/13
01-20124/13
01-20133/13
01-20135/13
01-83775/13
01-12177/14
01-12182/14
01-12183/14
01-12184/14
01-12185/14
01-12189/14
01-75963/14
01-75971/14
01-75960/14
01-75958/14
01-75969/14
01-75973/14
01-75975/14
01-75990/14
01-84285/14
01-84287/14
01-84301/14
01-84302/14
01-84307/14
01-84308/14
01-84310/14
01-75979/14
01-75980/14
01-75981/14
01-75983/14
01-75988/14
01-75989/14
01-84291/14
01-84295/14
01-84298/14
01-84299/14
01-84300/14
01-84303/14
01-84305/14
01-84311/14
01-70480/12
01-82893/12
01-70465/12
01-20140/13
01-83779/13
01-75965/14
01-84309/14
01-84312/14
01-84314/14
01-75978/14
01-84297/14
01-75985/14
01-84306/14
01-12180/14
01-75987/14
S. Braenderup

Sorotipo

1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,2,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,2
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2,3
1,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,3
1,3
1,2

1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2,3
1,2,3
1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,3
1,2,3
1,2,3
1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,3
1,2
1,3
1,3
1,2
1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2,3

PadraoUnico
BP.Xba.0010
BP.Xba.0010
BP.Xba.0010
BP.Xba.0010
BP.Xba.0010
BP.Xba.0010*
BP.Xba.0055
BP.Xba.0011*
BP.Xba.0011*
BP.Xba.0011
BP.Xba.0050
BP.Xba.0051
BP.Xba.0051
BP.Xba.0007
BP.Xba.0052
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008
BP.Xba.0008*
BP.Xba.0049
BP.Xba.0054
BP.Xba.0041
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039*
BP.Xba.0009*
BP.Xba.0009*
BP.Xba.0009
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040*
BP.Xba.0040***

2012
2013
2013
2013
2013
2012
2012
2012
2014
2013
2012
2013
2013
2012
2014
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2012
2012
2013
2014
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2012
2012
2012
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

62

Figura 20.Dendrograma representativo de similaridade genética do perfil eletroforético de macrorestricdo em Eletroforese em Gel de Campo Pulsado de cepas de
B. pertussis isoladas do Distrito Federal e Entorno no periodo de julho/2012 a agosto/2014. Foram encontrados 14 pulsotipos, com similaridade de 85% entre

eles. Trés cepas ndo foram caracterizadas, pois ndo houve recuperacao a partir do estoque.
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Figura 21. Distribuicdo dos Pulsotipos de B. pertussisno Distrito Federal durante o
periodo de julho/2012 a agosto/2014.
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do entrono do DF.



64

Durante o periodo analisado, observamos a prevaléncia do pulsotipo BP.Xba.
0039, seguido do pulsotipo BP.Xba.0040 (Figura 23), padrdao observado a partir do
segundo semestre de 2013 (Figura 24).
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Figura 23.Frequéncia dos Pulsotipos no periodo de julho/2012 a agosto/2014.
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Figura 24.Perfil de pulsotipos de B. pertussis encontrados pela PFGE de acordo
com o semestre/ano de isolamento.

Mesmo que omaior numero de isolamentos tem ocorrido a partir do segundo
semestre de 2013, foi em 2012 que observamos maior variabilidade de pulsotipos
(Figura 24).Apesar de sua natureza genética monomorfica, observa-se uma variacao
de clones de B. pertussis ao longo do periodo analisado e um processo de sele¢céo
pelo pulsotipoBP.Xba.0039, principalmente no ano de 2014, periodo em que o esse
pulsotipo passou a ser notoriamente predominante. Segundo informagbes do
Instituto Adolfo Lutz — SP, o pulsotipo BP.Xba.0039 é o predominante no pais
(Comunicacao oral, IAL/SP) o que corresponde ao cenario do DF. Nao se pode
afirmar a sua relagdo com o processo seletivo, mas deve-se investigar o impacto da

introducdo da vacina aP no calendario das gestantes no Brasil.

Em 2011, especialistas do AdvsoryCommittelmmunizationsPractices do CDC
recomendaram a vacinacdoem mulheres gestantes previamente ndo imunizadas, no
terceiro trimestre. Essa recomendacao foi corroborada em 2012 (ACOG, 2012) e
aceita pela OMS. Em 2013, a Federacao brasileira das associacdes de ginecologia e
obstetricia trouxe essa recomendacdo em seu Manual de Orientacdo Vacinacdo da
Mulher (FEBRASGO, 2013). Porém, somente em novembro de 2014, a vacinagao
com a aP em gestantes foi introduzida no Calendario Nacional de Vacinagdo da
gestante no Brasil (MS, 2015).
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Além disso, sugiro uma investigacdo genética para especificar e caracterizar
0s atributos evolutivos pertencentes ao perfil predominante que possibilitaram a sua

disperséo no territorio brasileiro.

N&o houve relacdo entre os sorotipos e o0s pulsotipos de B. pertussis
encontrados, sugerindo que as varia¢des dos pulsotipos e a prevaléncia do pulsotipo
BP Xba 0039 nédo estdo relacionadas com a expressao fimbrial das cepas de B.

pertussis circulantes no DF (Figura 25).
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Figura 25.Distribuicdo dos sorotipos de B. pertussis de acordo com os pulsotipo.

E importante o continuo monitoramento das mudancas nos perfis das
populacdes de B. pertussis e 0 estudo do seu impacto na prevencao e incidéncia da
coqueluche para o controle da doenca. Pode-se afirmar que a PFGE continua uma
ferramenta molecular Gtil para tipagem de B. pertussis, contudo sao necessarios
padronizacdo da técnica eestabelecimento de uma nomenclatura universal (He Q,
2014), tornando os parametros comparaveis mundialmente a fim de melhorar as

ferramentas de investigacdo, aperfeicoar o processo de comparacdo, avaliacéo e
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vigilancia no que envolve a tematica da controle/persisténcia da coqueluche no

mundo.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, avaliamos noventa duas cepas que foram isoladas de julho de
2012 a agosto 2014 pelo Lacen-DF.

Observou-se o isolamento de 69 cepas deBordetella pertussisprovenientes de
16 regies administrativas do Distrito Federal — Brasilia (07 cepas), Brazlandia (01
cepa), Candangolandia (01 cepa), Ceilandia (08 cepas), Cruzeiro (01 cepa), Gama
(01 cepa), Guara (07 cepas), Nucleo Bandeirante (03 cepas), Planaltina (10 cepas),
Recanto das Emas (06 cepas),Riacho Fundo (03 cepas), Santa Maria (01 cepa), Sao
Sebastido (02 cepas), Samambaia (07 cepas), Sobradinho (08 cepas) e Taguatinga
(03 cepas) — e 23oriundas do entorno do DF, sendo 20 isolamentos de Goias (02 da
Cidade Ocidental, 02 de Formosa, 01 de Ipameri, 02 de Luziania, 03 do Novo Gama,
01 de Rio Verde, 03 de Santo Anténio do Descoberto, 05 de Valparaiso e 01 de Vila
Boa,) e 03 isolamentos de Minas Gerais (01 de Bonfinépolis e 02 de Unai).

De acordo com a distribuicdo por faixa etaria, houve predominio de culturas
positivas na faixa de 02 a 04 meses de idade (39/92), seguido pela faixa de 0 a 01
més (29/92), sendo que, aproximadamente, 70% (68/92) dos casos se concentraram

nesses dois grupos.

Foram encontrados trés sorotipos de Bordetella pertussis: Fim2(53,23% -
49/92), Fim3 (32,61% - 30/92) e Fim2,3(13,04% - 12/92). O sorotipo Fim2 foi o mais
frequente em todas as faixas etarias, exceto na faixa dos maiores de 12 anos. Pela
técnica de PFGEforam detectados 14 pulsotipos de B. pertussis, com similaridade
de 85% entre eles. Foi observado o predominio do pulsotipo BP.Xba.0039, seguido
do pulsotipo BP.Xba.0040.

Os resultados da sorotipagem sugerem que o surto de coqueluche foi
causado por trés clones diferentes de Bordetella pertussis,enquanto que o de PFGE
sugere pelo menos 14 clones em Brasilia — DF.Observou-setambém a existéncia de

um processo seletivo pelo pulsotipo BP Xba 0039 durante periodo em estudo.

Os resultados obtidos por meio da determinagdo dos sorotipos e perfis

genéticos das cepas de B. pertussis isoladas no periodo avaliado sdo importantes



69

para o monitoramento da doenca e fornece dados para comparacéo e avaliacdo do
impacto das estratégias vigentes e futuras de prevencdo da coqueluche. Por meio
dos resultados obtidos, sugiroavaliagdo do impacto da introducdo da vacina aP no
calendario das gestantes no Brasil em 2014 e uma investigacdo genética para
especificar e caracterizar os atributos evolutivos pertencentes ao perfil predominante
que possibilitaram a sua disperséo no territério brasileiro.
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ANEXO B — Dados das cepas de Bordetella pertussis isolados no Distrito Federal e entorno durante o
periodo de julho de 2012 a agosto de 2014.
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BRASILIA-DF
PLANALTINA-DF
VALPARAISO-GO
SAMAMBAIA-DF
UNAI-MG

S. A. DESCOBERTO-GO
NUCLEO BANDEIRANTE-DF
BONFINOPOLIS DE MINAS-MG

PLANALTINA-DF
VILA BOA-GO
GUARA-DF
PLANALTINA-DF
RIACHO FUNDO-DF
SAMAMBAIA-DF
SAMAMBAIA-DF
BRAZLANDIA-DF

NUCLEO BANDEIRANTE-DF

BRASILIA-DF
TAGUATINGA-DF
VALPARAISO-GO

CEILANDIA-DF
TAGUATINGA-DF
LUZIANIA-GO
SAO SEBASTIAO-DF
CEILANDIA-DF

S. A. DESCOBERTO-GO

SOBRADINHO-DF
SAMAMBAIA-DF

0a 01 MES

07 MESES A 02 ANOS

02 A 04 MESES
02 A 04 MESES

MAIORES DE 12 ANOS

02 A 04 MESES
02 A 04 MESES
0a 01 MES
02 A 04 MESES
02 A 04 MESES

MAIORES DE 12 ANOS

02 A 04 MESES
05 A 06 MESES

MAIORES DE 12 ANOS

02 A 04 MESES
0a 01 MES
0a 01 MES

MAIORES DE 12 ANOS

0a 01 MES
02 A 04 MESES
0a 01 MES
0a 01 MES
0a 01 MES
06 A 12 ANOS
0a 01 MES
02 A 04 MESES

07 MESES A 02 ANOS
07 MESES A 02 ANOS

12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
22 SEMESTRE/2013
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
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BP51
BP52
BP53
BP54
BP55
BP56
BP57
BP58
BP59
BP60
BP61
BP62
BP63
BP64
BP65
BP66
BP67
BP68
BP69
BP70
BP71
BP72
BP73
BP74
BP75
BP76
BP77
BP78

1,3
1,2
1,2
1,2

1,2,3
1,3
1,2

1,2,3
1,2
1,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2

1,2,3
1,2
1,2

1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,3
1,2

1,2,3

1,2,3

BP.Xba.0011
BP.Xba.0008
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0041
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
NAO RECUPERADA
BP.Xba.0040
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039

SOBRADINHO-DF
TAGUATINGA-DF
SOBRADINHO-DF
CEILANDIA-DF
SAMAMBAIA-DF
BRASILIA-DF
GUARA-DF
SAMAMBAIA-DF
BRASILIA-DF
CEILANDIA-DF
RIO VERDE-GO
GUARA-DF
BRASILIA-DF
CEILANDIA-DF
RECANTO DAS EMAS-DF
LUZIANIA-GO
RIACHO FUNDO-DF
GUARA-DF
RIACHO FUNDO-DF
PLANALTINA-DF
SOBRADINHO-DF
CEILANDIA-DF
RECANTO DAS EMAS-DF
GUARA-DF
VALPARAISO-GO
SANTA MARIA-DF
SAO SEBASTIAO-DF
SOBRADINHO-DF

02 A 04 MESES
MAIORES DE 12 ANOS
07 MESES A 02 ANOS

02 A 04 MESES

02 A 04 MESES

02 A 04 MESES
07 MESES A 02 ANOS

02 A 04 MESES
07 MESES A 02 ANOS

02 A 04 MESES

0a 01 MES
0a 01 MES

02 A 04 MESES

0a 01 MES
0a 01 MES
0a 01 MES

02 A 04 MESES

02 A 04 MESES

02 A 04 MESES

02 A 04 MESES

0a 01 MES

05 A 06 MESES

0a 01 MES
0a 01 MES

02 A 04 MESES

0a 01 MES
0a 01 MES

05 A 06 MESES

12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014
12 SEMESTRE/2014

JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
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BP79
BP80
BP81
BP82
BP83
BP84
BP85
BP86
BP87
BP88
BP89
BP90O
BPO1
BP92

1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2

1,2,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2

BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0052
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0039
BP.Xba.0039
BP.Xba.0040
BP.Xba.0040

S. A. DESCOBERTO-GO
SOBRADINHO-DF
SAMAMBAIA-DF

RECANTO DAS EMAS-DF
PLANALTINA-DF
SOBRADINHO-DF

CIDADE OCIDENTAL-GO

SOBRADINHO-DF
CEILANDIA-DF
BRASILIA-DF
VALPARAISO-GO
CANDANGOLANDIA-DF
GAMA-DF
CEILANDIA-DF

0a 01 MES
02 A 04 MESES
02 A 04 MESES
0a 01 MES
02 A 04 MESES
02 A 04 MESES
02 A 04 MESES
03 A 05 ANOS
02 A 04 MESES
0a 01 MES
0a 01 MES
02 A 04 MESES
0a 01 MES
0a 01 MES

JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
JULHO/2014 A MEADOS DE AGOSTO/2014
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