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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de confirmar laboratorialmente os casos suspeitos de coqueluche
na regidao oeste do Estado de Sdo Paulo, ocorridos entre 2010 a 2015. A cultura foi realizada
no Centro de Laboratério Regional - Instituto Adolfo Lutz de Presidente Prudente e a PCR em
tempo real (qQPCR) foi realizada no Centro de Referéncia Nacional para Pertussis — Instituto Adolfo
Lutz em Sdo Paulo, SP. Foram recebidas 189 amostras, sendo 29 (15,3%) confirmadas segundo
os critérios laboratoriais (cultura e/ou qPCR). A faixa etdria mais acometida foi em criangas
menores de seis meses de idade (82,8%), ndo vacinados ou com o esquema de vacinagdo incompleto.
Provavelmente, estes resultados representam apenas uma fracio do nimero real de casos de
coqueluche que ocorrem no Brasil. O continuo monitoramento da doenga e informacdes da
prevaléncia por faixa etdria sdo importantes ferramentas para melhorar as estratégias de imunizagao
como forma de controlar esta doenga reemergente.

Palavras-chave. Bordetella pertussis, diagnostico laboratorial, PCR em tempo real, coqueluche.

ABSTRACT

The aim of this study was to confirm the suspected cases of pertussis in the Western region of
the Sao Paulo State from 2010 to 2015. The samples were cultured in the Instituto Adolfo Lutz -
Regional Laboratory of Presidente Prudente-SP, and the qPCR was performed at the National
Reference Laboratory for Pertussis — Central Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo-SP. In this period,
189 samples were received, being 29 (15.3%) confirmed by the laboratory criteria (culture and/or
qPCR). The most affected group was the children less than six months old (82.8%), not vaccinated
or with the incomplete vaccination. Most likely, these results only represent a fraction of the
actual number of pertussis cases occurring in Brazil. The continuous disease monitoring and the
prevalence data by age group are fundamental to improve the immunization strategies as a way to
control this important re-emerging disease.
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A coqueluche ¢é uma doenga infecciosa
causada pela Bordetella pertussis. A transmissao
ocorre pelo contato direto com individuos
sintomaticos, por meio de goticulas de secre¢ao
eliminadas por tosse, espirro ou durante a fala'.

Esta doenga acomete principalmente criangas
menores de um ano, porém, nas ultimas décadas,
a faixa etaria dos individuos afetados parece ter
sido ampliada, aumentando a incidéncia em adoles-
centes e adultos*’, que sdo grupos potenciais de
transmissio da doenca em recém-nascidos e
criancas. Desta forma, a identificacio imediata
dos pacientes com coqueluche torna-se essencial,
pois a demora no diagndstico pode resultar em
inicio tardio do tratamento, aumentando a possi-
bilidade de transmissdo secundaria da doenca*.

O método de cultura para o isolamento de
B. pertussis continua sendo o padrdo ouro para o
diagndstico da coqueluche. Entretanto, embora o
método seja altamente especifico, a sua sensibili-
dade pode ser variavel. A partir de 2010, a técnica
de reacio em cadeia da polimerase em tempo
real (qQPCR) foi introduzida como metodologia
complementar ao diagndstico laboratorial da
coqueluche para o Estado de Sao Paulo. Esta técnica
¢ uma ferramenta importante para o diagnostico
rapido, e sua alta sensibilidade (70-90%) e especi-
ficidade (86-100%), fazem da técnica um método
alternativo para o diagnostico de B. pertussis®®.

Com a finalidade de facilitar a imuniza¢ao,
em 2002, foi criado um imunobioldgico combinado
para o esquema basico de imunizagéo contra a coque-
luche (trés doses), a vacina tetravalente contendo
Triplice Bacteriana e Haemophilus influenzae b
(DTP + Hib)". Apds 10 anos, este esquema basico
foi substituido para trés doses de pentavalente:
difteria, tétano, pertussis, hepatite B e Haemophilus
influenzae b (DTP + Hib + Hepatite B) aos 2, 4
e 6 meses de idade, com primeiro reforco aos 15
meses e 0 segundo com 4 anos de idade, conforme
preconizado pela Portaria n° 1.498, de 19 de julho
de 20138,

O objetivo deste trabalho foi confirmar
laboratorialmente pelas técnicas de cultura e qPCR
os casos suspeitos de coqueluche na regido oeste
do Estado de Sao Paulo no periodo de 2010 e 2015.
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Este estudo retrospectivo foi realizado através
da analise dos resultados de pacientes com suspeita
de coqueluche e notificados no Sistema de Informa-
¢do de Agravos de Notificagdo (SINAN), atendidos
em 45 municipios pertencentes ao Departamento
Regional de Satude - DRS XI, localizados na regiao
oeste do Estado de Sao Paulo, no periodo de Janeiro
de 2010 a Dezembro de 2015. Neste periodo foram
coletadas amostras de nasofaringe de acordo com
a definicao de caso suspeito recomendado pelo
Ministério da Saude do Brasil>*.

Isolamento e identifica¢do de B. pertussis

A coleta das amostras foi realizada com swabs
ultrafinos, flexiveis, estéreis e alginatados e trans-
portadas ao Centro de Laboratério Regional
de Presidente Pudente (CLR IAL-PP-V) em dgar
Regan Lowe (RL) semi-sdlido (Oxoid), suplemen-
tado com 10% de sangue desfibrinado, estéril, de
carneiro ou cavalo e cefalexina.

As amostras de secre¢ao de nasofaringe foram
semeadas no mesmo dia da coleta em placas de Petri
contendo o meio RL sélido, suplementado com
cefalexina e sangue desfibrinado, estéril, de carneiro
ou cavalo. As placas foram incubadas em atmosfera
umida a 35-37 °C por até 10 dias.

As amostras que apresentaram crescimento
a partir do terceiro ou quarto dia de incubagcao,
com colonias sugestivas de pertencerem ao género
Bordetella foram submetidas a coloragio de Gram
e a caracterizagdo bioquimica e antigénica previa-
mente descritas''.

PCR em tempo real - qPCR

Ap06s a semeadura os swabs foram transferidos
para um tubo de ensaio estéril seco, e mantidos em
freezer a -20 °C para posterior encaminhamento
ao Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo (IAL) para
realizacdo da qPCR.

A extragao do DNA foi realizada empregando-
se o kit-I para isolamento e purificagio de DNA
gendmico (Roche AppliedScience, Indianapolis, IN)
no extrator automatico da Roche MagNa Pure LC,
seguindo as instrugdes sugeridas pelo fabricante.

O método de qPCR utilizado foi o proposto por
Leite et al®. As reacdes de amplificagdio do material
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gendmico foram realizadas utilizando o Termo-
ciclador LightCycler®480 Software Release 1.5.0
sp3 - Roche® incluindo primers e probes especificos
para a deteccdo do gene da toxina pertussis, ptxSI
(GenBank n° AJ920066), e a sequéncia de inser¢io
15481 (GenBank acesso n° M22031).

Anadlise dos dados

Os dados dos resultados laboratoriais foram
obtidos do Sistema Informatizado de Gestdo
(SIGH) do CLR IAL-PP-V na forma de relatdrios
anuais em planilhas do programa Microsoft Excel®
2007.

Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho
Técnico Cientifico do IAL (CTC-IAL 20-1/2016)
e pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CAAE: 58193216.1.0000.0059).

No periodo do estudo foram analisadas
189 amostras de pacientes suspeitos de coqueluche
de 45 municipios. Destes, 29 (15,3%) foram
confirmados como B. pertussis segundo os critérios
laboratoriais estabelecidos: a qPCR detectou
28 (14,8%) amostras, a cultura 13 (6,9%) e
qPCR e cultura detectaram 29 (15,3%) amostras
simultaneamente.

Conforme a Tabela 1, nos anos de 2010 e
2012 nao houve amostras positivas. Nos anos
de 2011, 2013, 2014 e 2015, houve positividade
para coqueluche em 3, 6, 11 e 9 amostras,
respectivamente.

A faixa etaria mais acometida por
coqueluche foram criangas menores de seis
meses de idade (82,8%; 24/29). Em criancas
entre seis meses a um ano, um caso (3,4%; 1/29)
e entre 2 a 15 anos foram confirmados quatro
casos (13,8%; 4/29); ndo havendo nenhuma
positividade em pacientes acima de 15 anos
(Tabela 2).

Quanto ao género dos individuos, o diagnds-
tico positivo de coqueluche foi maior para o
sexo masculino (55,2%; 16/29) em relacio ao
sexo feminino (44,8%; 13/29) do total de casos
positivos.

Tabela 1. Numero de casos suspeitos por ano e total de amostras
positivas para B. pertussis pela técnica de cultura e/ou qPCR no
periodo de 2010 & 2015, regido oeste do Estado de Sdo Paulo

Positividade
Ano
Suspeitos Cultura e/ou qPCR %
2010 2 0 0
2011 6 3 50,0
2012 2 0 0
2013 55 6 11,0
2014 67 11 16,4
2015 57 9 15,8
TOTAL 189 29 15,3

qPCR: teste de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

Tabela 2. Distribuicdo etdria e resultados da cultura e/ou
qPCR em pacientes com suspeita de infec¢io por B. pertussis

Cultura e/ou qPCR
Idade Negativo Positivo Total
< 6 meses 78 24 102
6 meses - 1 ano 15 1 16
2 al5anos 32 4 36
>15 anos 35 0 35
Total 160 29 189

qPCR: teste de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

No presente estudo foi observado um aumento
na investigacdo de casos suspeitos e notificagao
da coqueluche a partir do ano de 2013; sendo o
ano de 2014 com mais casos suspeitos e positivos.
Esta doenga é considerada reemergente e apresenta
surtos epidémicos a cada trés a cinco anos.

Segundo dados do Grupo de Vigilancia
Epidemioldgica, no ano de 2011, houve um
grande aumento no numero de casos de coque-
luche no Brasil. As hipdteses para a reemergéncia
sdo: perda da imunidade adquirida apdés a vacina
ou infeccdo natural, diminuicio da eficicia da
vacina; mudanga genética bacteriana, melhoria no
diagndstico, como por exemplo, a implementacao
da qPCR; ou melhoria no sistema de Vigilancia
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Epidemiologica em capacitar os profissionais da
saude em identificar novos casos de coqueluche'**.

O aumento da sua prevaléncia tem sido
relatado nos ultimos anos em outros paises'>'® e
inclusive no Brasil'>¢.

Durante o periodo avaliado, houve 15,3%
de positividade nas 189 amostras suspeitas para
coqueluche. Estudos realizados entre 2001 a 2005
por Oliveira e Silva et al'® constataram que a regiao
de Presidente Prudente ndo apresentou amostras
positivas para B. pertussis.

Almeida et al” e Oliveira e Silva et al'®,
reportaram uma positividade de 7,1% e 9,4%,
respectivamente no estado de Sao Paulo, provavel-
mente devido a ndo realizagdo da técnica de qQPCR
no periodo avaliado.

Estudo realizado por Torres et al*® no estado
do Parand entre 2007-2013, reportou 35,0% de
positividade para B. pertussis. Guimaraes et al'
relataram que no Brasil, no periodo de 2007-2014,
houve 32% de casos positivos de coqueluche.

O diagnoéstico da coqueluche pela cultura
em agar carvao denominado Regan e Lowe (RL)
¢ considerado um método altamente especifico,
porém com uma sensibilidade variavel. A
implementagdo da técnica de qPCR tem auxiliado
na deteccio da doenga, podendo identificar o
DNA da bactéria com maior rapidez, uma alta
sensibilidade e especificidade (>95%)*. Neste estudo,
evidenciou-se uma maior positividade pela técnica
de qPCR quando comparado com a cultura
bacterioldgica, uma vez que a técnica molecular
identifica o DNA da cepa bacteriana, nao preci-
sando esta estar viavel para sua detecgiao?'.

Os resultados do presente estudo reforcam a
importancia do trabalho da Vigilancia Epidemio-
légica Estadual e Municipal na capacitagao e
conscientizacdo dos profissionais de saude para
realizagdo do diagndstico da coqueluche, pois esta
doenga tem como dificuldade a sua identificagdo
clinica, tendo em vista que seu quadro clinico
se assemelha a outras doengas respiratdrias agudas
virais ou bacterianas.

Observou-se que a faixa etaria mais acometida
foi entre os lactentes de até seis meses de idade
(82,8%; 24/29). Estes dados corroboram com
Almeida et al' que obtiveram 81,5% na mesma
faixa etaria. Guimaraes et al'? e Bellettini et al®
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encontraram dados inferiores, sendo respectiva-
mente 71,7% e 51,5% de casos entre lactentes
de até seis meses de idade. Nesta idade os bebés
nao estdo com o calendario vacinal completo,
conforme preconizado pelo Ministério da Saude,
ficando mais suscetiveis a doenca. Além disso,
uma das principais fontes de infec¢do da coque-
luche em lactentes (principalmente em bebés)
¢ através da exposicdo de pessoas infectadas,
sem serem diagnosticadas, na comunidade. Outro
fator é o contato de pessoas proximas com a
doenga, principalmente a made, ou pessoas que
residem na mesma casa ou mesmo profissionais
da drea da satde'®*>**

Embora a coqueluche ndo tenha preferéncia
por género, em nosso estudo obteve-se maior
incidéncia no sexo masculino (55,2%; 16/29) dos
casos. Santos et al*? também relatou maior positivi-
dade (54,8%;) para o sexo masculino.

Segundo o Ministério da Saude, a cobertura
vacinal considerada adequada ¢ > 95%?**. Constatou-
se que no Sistema de Informagdo de Avaliagdo
do Programa Nacional de Imunizagdes (SIAPI)
a cobertura vacinal da tetravalente e pentavalente
na regidao estudada, apresentaram-se acima de
95% entre 2010 e 2015. Inclusive, houve cobertura
vacinal acima de 100%.

As hipdteses para esta cobertura acima
de 100% podem estar relacionadas com o
célculo inexato da populacdio de nascidos vivos
(gestantes que tenham seus partos em municipios
maiores e registrem um endere¢o de residéncia
diferente do habitual), maior facilidade de acesso
a sala de vacinagdo por habitantes de municipios
vizinhos e mudang¢a de popula¢io de um muni-
cipio para outro, visitantes ou turistas que se
encontram nos respectivos municipios®.

Portanto, nota-se que apesar da cobertura
vacinal de tetravalente e pentavalente se apresentar
acima da média estipulada entre 2010 e 2015,
ainda houveram casos positivos de coqueluche na
regido do estudo.

As equipes de saude tém papel fundamental no
reconhecimento da coqueluche e sua notificagdo. Por
isso, melhoria nos programas de vigildncia e controle
de doengas, aumento das praticas de conscientizagao
e divulgagdo do agravo podem ser uteis para diminuir
a incidéncia da doenga em nosso pais. A introduc¢io da
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gPCR para o diagnostico a coqueluche foi um excelente
método adicional na rotina laboratorial para a identifica-
¢ao de B. pertussis.

A maior positividade da doencga pelo critério
laboratorial foi detectada em criangas menores seis
messes de idade, ndo vacinados ou com o esquema
de vacinagao incompleto. Provavelmente, esses resul-
tados representam apenas uma fragdo do numero real
de casos de coqueluche que ocorrem no estado de
Sao Paulo e no Brasil. O continuo monitoramento da
doenga e informagdes da prevaléncia por faixa etaria
sdo importantes ferramentas para melhorar as
estratégias de imunizagdo como forma de controlar
esta doenca reemergente.

Ao Programa de Aprimoramento Profissional na
area da Saude, Secretaria Estadual da Saude (SES) -
Instituto Adolfo Lutz.
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