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Resumo

Objetivo: O conhecimento de Bordetella pertussis circulante na
América Latina é limitado. Portanto, o objetivo deste estudo foi usar a
técnica da eletroforese em campo pulsado e a sorotipagem para caracterizar
cepas de B. pertussis isoladas na cidade de S&o Paulo (SP).

Métodos: Este estudo, conduzido entre 2006 e 2008, analisou 652
swabs de nasofaringe coletados de casos suspeitos e comunicantes de
coqueluche, provenientes de 37 hospitais sentinela de Sdo Paulo. Foram
realizadas as técnicas da eletroforese em campo pulsado e sorotipagem
em 91 (70%) cepas de B. pertussis, escolhidas aleatoriamente.

Resultados: Noventa e sete por cento das cepas de S&o Paulo
foram sorotipadas como Fim3. Foram identificados 14 perfis genéticos
pela eletroforese em campo pulsado; o mais prevalente (57%) também
€ 0 mais prevalente nos EUA.

Conclusdes: Esses dados, em conjunto com agbes da vigilancia,
podem ter um impacto nas estratégias de prevengdo e controle de
coqueluche na regido, oferecendo informagdes Uteis para a introdugdo
de estratégias novas de vacinagdo e redugdo do risco de transmissao
para bebés menores de 6 meses de idade.

J Pediatr (Rio J). 2012;88(4):357-60: Bordetella pertussis,
coqueluche, América Latina, crise de tosse, eletroforese em campo
pulsado, sorotipagem.

Introducado

Coqueluche, ou pertussis, € uma doenca respiratéria
infecciosa, causada pela bactéria Bordetella pertussis. B.
parapertussis, B. bronchiseptica e B. holmesii também
podem ser encontradas no trato respiratério humano, cau-
sando uma doenga semelhante a coqueluche, porém com
sintomas mais amenos. Apesar dos programas de vacinagao
em massa e da boa cobertura vacinal em muitos paises, a

Abstract

Objective: Knowledge of Bordetella pertussis circulating in Latin
America is limited. Therefore, the goal of this study was to use pulsed-
field gel electrophoresis and serotyping to characterize B. pertussis strains
isolated in the city of Sdo Paulo, Brazil.

Methods: This study, conducted between 2006 and 2008, analyzed
652 nasopharyngeal swabs from suspected pertussis cases and contacts,
collected from 37 sentinel hospitals in Sdo Paulo. Randomized samples
of 91 (70%) strains of B. pertussis were subtyped by pulsed-field gel
electrophoresis and serotyping.

Results: Ninety-seven percent of strains from S&o Paulo were
serotyped as Fim3. Fourteen pulsed-field gel electrophoresis profiles
were identified; the most prevalent (57%) is also the most prevalent
in the USA.

Conclusions: These data, in conjunction with surveillance activities,
may impact strategies regarding prevention and control of pertussisin the
region, providing useful information for introduction of new vaccination
strategies and reduction of risk of transmission to infants less than 6
months of age.

JPediatr (RioJ). 2012,88(4):357-60: Bordetella pertussis, pertussis,
Latin America, whooping cough, pulsed-field gel electrophoresis,
serotyping.

B. pertussis continua a circular em nivel mundial, com 48,5
milhGes de casos anualmente, 295.000 6bitos e epidemias
a cada 3-5 anost.

Altos niveis de eficacia tém sido obtidos tanto com vacinas
de célula inteira (wP) ou acelular (aP). A duracdo da prote-
cdo apos o esquema basico de vacinagdo, com uma dose de
reforco da vacina wP, é estimada em torno de 6 a 12 anos,
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0 mesmo periodo que ocorre apods a infeccdo natural. Alguns
estudos demonstram que a duragdo da protecdo com o uso
da vacina aP esta situada dentro do mesmo intervalo de
tempo2. No Brasil, o programa de vacinacao foi estabelecido
em 1968 com difteria, wP e tétano (DPT) e, atualmente, o
Ministério da Saude recomenda trés doses de DTP + Hib
(vacina tetravalente) aos 2, 4 e 6 meses de idade e dois
reforcos de DTP: o primeiro aos 15 meses, e o segundo,
entre 4 e 6 anos3.

De 1980 a 1983, mais de 40.000 casos de coqueluche
(taxa deincidéncia > 30/100.000) foram notificados no Brasil,
mas os casos diminuiram substancialmente apds 1983. Em
1990, 15.329 casos (taxa de incidéncia de 10,64/100.000)
foram relatados, sendo a maior taxa observada na década.
Em 1995, 3.798 casos (taxa de incidéncia 2,44/100.000)
foram relatados e, depois disso, o nimero anual de casos
ndo excedeu 2.000 (taxa de incidéncia 1/100.000). Em 2008,
houve 1.344 casos (taxa de incidéncia 0,71/100.000)4.

A coqueluche continua sendo endémica no mundo, e sua
reemergéncia foi relatada em muitos paises. Foram sugeri-
das diversas explicagdes para esse ressurgimento, inclusive
baixa eficacia da vacina, perda da imunidade sem reforcos
naturais e vacinais, maior reconhecimento clinico e labora-
torial da coqueluche e mudancgas na populagao circulante
de B. pertussist:>.

Diferentes metodologias tém sido descritas para estudar
a epidemiologia molecular da B. pertussis, incluindo a soro-
tipagem, eletroforese em campo pulsado (PFGE), multilocus
sequence typing (MLST) e multilocus variable number tandem
repeat analysis (MLVA)®. Entre as metodologias disponiveis
que sdo capazes de monitorar diferencas genéticas entre
isolados, a PFGE foi escolhida como método de referéncia
para estudos epidemioldgicos da coqueluche, por apresentar
um maior poder discriminatério?:8.

A sorotipagem é um dos métodos mais antigos para carac-
terizar a B. pertussis e baseado nas reagdes com antissoros
especificos, a B. pertussis pode ser dividida em trés tipos
fimbriais: Fim2, Fim3 e Fim2, 3°. Embora a identificagdo do
sorotipo seja importante para a caracterizagdo primaria das
cepas, métodos moleculares com maior reprodutibilidade e
poder discriminatoério, como a PFGE, podem ser mais Uteis
em investigacGes epidemioldgicas, pois a PFGE oferece um
perfil de restricdo reproduzivel de grandes fragmentos de
DNA bacteriano?.

Informagdes sobre isolados circulantes de B. pertussis
na América Latina sdo limitadas. Portanto, o objetivo deste
estudo foi usar PFGE e sorotipagem para caracterizar cepas
de B. pertussis isoladas na cidade de Sao Paulo (SP).

Materiais e métodos

Entre 2006 e 2008, foram coletados 652 swabs de naso-
faringe de casos suspeitos e comunicantes de coqueluche,
provenientes de 37 hospitais sentinelas na cidade de Sao
Paulo, onde foram cultivados no Centro de Referéncia Nacional
para Coqueluche, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil. As
amostras foram coletadas com swabs estéreis alginatados e
transportados em meio de agar carvdo semissdlido, Regan-
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Lowe (RL, Oxoid), suplementado com 10% de sangue de
carneiro e 40 pg/mL cefalexina. As amostras foram cultivadas
no mesmo dia da coleta em agar RL com 10% de sangue
de carneiro e 40 pug/mL cefalexina e incubados a 35-37 °C
em atmosfera Umida por até 10 dias. Col6nias sugestivas de
pertencerem ao género Bordetella foram confirmadas pela
coloragdo de Gram, e as espécies foram identificadas por testes
bioquimicos. A detecgdo do antigeno O1 especifico para B.
pertussis foi realizada pelo teste de aglutinagdo em ldamina e
antissoro O1. Durante o periodo do estudo, 132 cepas de B.
pertussis foram isoladas e armazenadas liofilizadas. Para o
presente estudo, foi selecionada uma amostragem aleatéria
de 91 (70%) cepas de B. pertussis, de acordo com idade
(Figura 1) e distribuicdo nos hospitais sentinela.

Os sorotipos foram determinados pelo teste de microaglu-
tinagdo® com pequenas modificagdes. O teste foi realizado
por meio de suspensdes bacterianas inativadas pelo calor (1
hora a 56 °C) e tratadas com formalina. Foi realizado ensaio
imunoenzimatico (ELISA) conforme descrito anteriormente??,
usando suspensoes inativadas pelo calor. Em ambos os testes,
foram utilizadas cepas de B. pertussis B222,B201 e B222 para
controle positivo, expressando, respectivamente, Fim2, Fim3
e Fim2, 3. Anticorpos monoclonais anti-B. pertussis fimbrial
2 (04/154) e fimbrial 3 (04/156) foram obtidos do National
Institute for Biological Standards and Control, Reino Unido.

Seguimos o método de PFGE descrito por Hardwick et
al.'*usando a enzima de restricdo Xbal. Os padrdes de PFGE
foram analisados utilizando o software BioNumerics (versao
4.0; Applied Maths, Inc., Austin, TX, EUA).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto
Adolfo Lutz (nimero de protocolo 065/2009).
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Figura 1 - Distribuicdo de cepas de Bordetella pertussis isoladas
na cidade de S&o Paulo, Brasil, por faixa etaria durante
2006-2008

Resultados e discussao

No presente estudo, a maioria das cepas de B. pertussis
(97%, 88/91) foi sorotipo Fim3 pelo teste de microaglutinacao
e por ELISA. Duas cepas apresentaram resultados discordan-



Bordetella pertussis na cidade de S&o Paulo, Brasil - Leite D et al.

tes: uma cepa resultou Fim2, 3 por microaglutinagdo, mas
Fim3 por ELISA, e a outra resultou Fim3 por microaglutinagao,
mas Fim2,3 por ELISA. Nao foi possivel sorotipar um isolado
de B. pertussis por nenhuma das técnicas.

PFGE foi altamente discriminatoria, identificando 14 perfis
genéticos, de acordo com a nomenclatura do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) (Figura 2). Os perfis
PFGEO13 (57%, 52/91) e PFGE082 (15%, 14/91) foram os
tipos mais comuns. Outros 12 perfis foram identificados (1-6
cepas cada) e representaram 28% (25/91) dos isolados.

Quanto a distribuicdo de casos por faixa etaria, o mais
prevalente foi o grupo de criangas com 1 ano de idade ou
menos, correspondendo a 91,2% (83/91) das cepas estuda-
das. Apenas 8,8 % das cepas foram isoladas de adolescentes
e adultos (Figura 1).

O monitoramento da expressdo de fimbrias Fim2 e Fim3
por sorotipagem é importante para a diferenciagdo de cepas
e deteccao de mudancas na populacdo de B. pertussis. Neste
estudo, foi observada uma predominancia de cepas do so-
rotipo Fim3. Anteriormente, no Brasill2, 86% das 72 cepas
coletadas entre 1988-2002 foram sorotipo Fim3, sugerindo
que este sorotipo tem sido predominante no pais por algumas
décadas. Resultados semelhantes também foram relatados
em outros paises!3-15,

PFGE tem sido utilizada como uma ferramenta epide-
mioldgica para estudos de vigilancia da variagdo genética
de cepas de B. pertussis ao longo do tempo bem como para
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identificacdo de cepas associadas a surtos®1l, PFGE permi-
te a identificacdo de cepas que sao epidemiologicamente
associadas e indistinguiveis por outros métodos de soro-
tipagem. PFGE tem sido utilizada no mundo inteiro, mas a
comparacgao dos perfis pelos diferentes laboratérios é dificil
devido a variacdo de técnicas e de nomenclatura. Assim como
Gongalves et al.12, observamos 14 perfis genéticos por PFGE,
com pouca diferenga genética entre eles, demonstrando a
estrutura relativamente homogénea ou clonal da B. pertussis.
Entre os dois perfis mais frequentes, PFGE 013 foi o mais
prevalente e frequente no Brasil entre 1988 e 200212, Além
disso, é o perfil mais prevalente atualmente em circulagédo
nos EUA (dados ndao mostrados). O fato de que o mesmo
perfil genético predominante esta circulando no Brasil e nos
EUA é interessante, considerando que esses paises usaram
diferentes estratégias de vacinacdo contra coqueluche nos
Ultimos 19 anos.

Nao foi observada nenhuma relagdo entre idade, perfil
genético e sorotipo, embora nossos dados tenham sido li-
mitados pelo pequeno nimero de isolados de faixas etarias
acima dos 6 meses de idade (Figura 1).

Um ampla variedade de vacinas contra coqueluche (wP
ou aP) tem sido produzida, incluindo aP contendo um ou
mais antigenos purificados como toxina pertussis (PT), he-
maglutinina filamentosa (FHA), pertactina (PRN) e fimbrias
(FIM) tipo 2 e tipo 3 usados separadamente ou em diferentes
combinacGes. As eficacias de aP e wP variam dependendo da
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Relagdo de perfis de eletroforese em gel em campo pulsado de cepas de

Bordetella pertussis isoladas na cidade de Sdo Paulo, Brazil, 2006-2008
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definicdo de caso usada para coqueluche. O monitoramento
dos sorotipos e perfis genéticos das cepas coletadas ao longo
do tempo de diferentes regides é importante para obter um
melhorentendimento da populacdo de B. pertussis atualmente
em circulagdo em nivel mundial. Esses dados fornecem uma
visdo geral da coqueluche no leste da América do Sul e, em
conjunto com atividades de vigilancia, podem ter um impacto
nas estratégias de prevengao e controle da doenga na regido,
oferecendo informagGes Uteis para introduzir novas estraté-
gias de vacinagdo visando a redugéo do risco de transmissdo
para bebés menores de 6 meses de idade.
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