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Prevaléncia e caracterizacdo de cepas de Bordetella pertussis deficientes
em pertactina em um pais com vacina de células inteiras contra

coqueluche.

RESUMO

Bordetella pertussis é o agente causal da coqueluche, importante problema de
salude publica em todo o mundo, com elevada morbidade e mortalidade em
criancas menores de um ano de idade. Dois tipos de vacinas contra
coqueluche estdo disponiveis: vacinas de célula inteira (WwP) baseada em
suspensdes de B. pertussis mortos e vacinas acelulares ( aP) baseada em um
ou mais antigenos de B. pertussis altamente purificados, como a toxina,
pertactina e fimbrias. Apesar de essas vacinas estarem disponiveis ha mais de
50 anos, ainda hoje se observam ciclos epidémicos da doenca sugerindo que,
embora a doenca tenha diminuido, a transmissdo de B. pertussis ndo esta
sendo controlada. Sabe-se que a duracdo da imunidade contra a coqueluche
nao € permanente e em comparacdo com a infeccdo natural, a duracdo da
protecdo apds a vacinacdo parece ser menor. A protecdo oferecida pelas
vacinas aP parece ser menos duradoura que as WP, levantando a hipotese de
gue a substituicdo dessas vacinas pelas ap em muitos paises, desde a década
de 90, possa ter influenciado a reemergéncia da coqueluche. Diversos paises
relataram divergéncia antigénica das cepas circulantes em relagdo as cepas
vacinais e enquanto as evolucfes genéticas mais observaveis na era da vacina
wP foram as variacGes alélicas e antigénicas, a aparicdo de cepas de B.
pertussis deficientes em pertactina foi um fendbmeno associado a introducao
das vacinas acelulares.

O objetivo do estudo foi verificar a ocorréncia de deficiéncia de pertactina em
555 isolados de B. pertussis coletados no Brasil durante 2010-2016.

Todos os 555 isolados foram caracterizados por PFGE e sorotipagem para
determinar a distribuicdo dos perfis circulantes. O ensaio de ELISA foi realizado
para triar os isolados de B. pertussis que ndo produzem pertactina. Todos os
isolados identificados como deficientes em pertactina foram confirmados por
PCR e immunoblotting e possiveis alvos genéticos para a deficiéncia foram

determinadas pelo sequenciamento por Sanger.



O sorotipo predominante, Fim3, vem sendo gradativamente substituido por
Fim2 e Fim2,3, perfazendo 75% dos isolados em 2016. A tipagem por PFGE
apresentou 110 perfis distintos, com seis perfis representando a maioria dos
isolados testados. A triagem por ELISA identificou oito isolados deficientes em
pertactina, mas apenas trés foram confirmados por immunoblotting. A PCR
indicou que um isolado tinha uma mutagado na regido promotora do gene prn,
enquanto os outros dois ndo apresentaram uma explicacdo genética Obvia para
a sua deficiéncia. O sequenciamento revelou que o0s oito isolados carregavam
0 alelo prn2, o tipo mais prevalente em isolados recentes.

Embora a deficiéncia de pertactina tenha sido identificada em alguns isolados,
este estudo nao detectou uma ocorréncia relevante de deficiéncia de
pertactina, confirmando observacdes prévias de que essa deficiéncia €

provavelmente impulsionada pelas vacinas acelulares.

Palavras-chave: Bordetella pertussis, coqueluche, pertactina, vacinacao,

sorotipagem, tipagem molecular.



Prevalence and characterization of pertactin deficient Bordetella pertussis

strains in a country with whole-cell pertussis vaccine.

ABSTRACT

Bordetella pertussis is the causative agent of pertussis, an important public
health concern worldwide, with high morbidity and mortality in infants. Two
types of pertussis vaccines are available: whole-cell (wP) vaccines based on
killed B. pertussis organisms, and acellular (aP) vaccines based on one or more
highly purified individual pertussis antigens like pertussis toxin, pertactin and
fimbriae. Despite the availability of these safe and effective vaccines for more
50 years old, there are still epidemic cycles of the disease suggesting that
although disease was decreased, transmission of B. pertussis is not being
controlled. It is known that the duration of immunity against pertussis is not
permanent and compared to a natural infection, the duration of protection after
vaccination appears to be shorter. The protection provided by aP is less
enduring raising the possibility that the switch from wP vaccines to aP vaccines
in many countries since the 1990s may have aggravated the pertussis
ressurgence. Several countries reported antigenic divergence between
circulating strains and vaccine strains and while the most observable genetic
evolutions in the wP vaccine were allelic and antigenic variations, the
emergence of pertactin deficient strains was a phenomenon associated with the
introduction of acellular vaccines.

The aim of this study was to determine the occurrence of pertactin deficiency in
555 isolates of B. pertussis collected in Brazil during 2010-2016.

All isolates were characterized by PFGE and serotyping to determine the
distribution of circulating profiles. ELISA screening was done to detect pertussis
isolates not producing pertactin. All pertactin deficient isolates identified were
confirmed by immunoblotting and PCR, and possible genetic sources for the
deficiency were determined by Sanger sequencing.

The predominant serotype, Fim3, has been gradually replaced by Fim2 and
Fim2,3, making up 75% of the isolates in 2016. PFGE typing showed 110
profiles, with six profiles representing most of the isolates tested. ELISA

screening identified eight pertactin deficient isolates, but only three were



confirmed by immunoblotting. PCR indicated that one isolate had a promoter
mutation in prn, while the other two did not have an obvious genetic explanation
for their deficiency. Sequencing revealed that the eight strains carried the prn2
allele, the most prevalent type in modern isolates.

While pertactin deficiency was identified in a few isolates, this study did not
detect a relevant occurrence of pertactin deficiency, confirming previous

observations that pertactin deficiency is likely aP driven.

Keywords: Bordetella pertussis, whooping cough, pertactin, vaccination,

serotyping, molecular typing.
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Bordetella

1.1.1. Aspectos taxonémicos

Os géneros Bordetella, Achromobacter, Alcaligenes, Kerstersia,
Advenella e Paenalcaligenes pertencem a familia Alcaligenaceae, ordem

Burkholderiales, subclasse 3 de Proteobacteria (Wirsing von Konig et al., 2015).

Atualmente estdo descritas nove espécies geneticamente distintas no
género Bordetella: B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. avium,
B. hinzii, B. holmesii, B. trematum, B. petrii e B. ansorpii, quatro das quais sao
conhecidas por causar infeccbes respiratorias em seres humanos e outros
mamiferos (B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica e B. holmesii)
(Mattoo e Cherry, 2005; Gross et al., 2010; Wirsing von Konig et al., 2015;
Kilgore et al., 2016).

B. pertussis é um patdgeno exclusivamente humano, agente causal da
coqueluche endémica e epidémica em todo o mundo; B. parapertussis é
responsavel pela sindrome coqueluchoide em humanos, doenga semelhante a
coqueluche, porém mais branda e responsavel por causar doengas em animais
domeésticos, incluindo ovinos e suinos; B. bronchiseptica é identificada como a
causa de doenca entre pessoas imunocomprometidas, além de cées
domesticos (tosse do canil), gatos, coelhos, roedores, porcos e outros animais;

B. holmesii recentemente foi reconhecida como um agente patogénico

20
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relevante, principalmente em pacientes imunodeprimidos, podendo causar uma
variedade de doencas sistémicas (Mattoo e Cherry, 2005; Gross et al, 2010;
Wirsing von Konig et al., 2015; Kilgore et al., 2016; Nieves e Heininger, 2016).

Bactérias do género Bordetella sdo capazes de crescer em meios de
cultura simples, sob condi¢cbes aerbbicas, entretanto B. pertussis e B.
parapertussis ndo apresentam crescimento em meios de cultura comuns.
Essas espécies sdo mais suscetiveis a substancias e metabdlitos toxicos,
como os acidos graxos, ions metalicos e peroxidos, presentes nesses meios,
sendo necessario para seu isolamento a suplementacao com carvao, sangue,
albumina ou amido, para a absorcdo dessas substancias toxicas. A
nicotinamida também € necessaria para o seu crescimento (Loeffelholz, 2003;

Wirsing von Konig et al., 2015).

As espécies de Bordetella sdo pequenos cocobacilos Gram negativos,
nao esporulados, aerébios estritos, com temperatura 6tima de crescimento
entre 35 - 37 °C. A diferenciacdo das espécies € baseada principalmente em
caracteristicas fenotipicas, como tempo de crescimento, motilidade e reacdes
bioguimicas (catalase, oxidase, producdo de urease). As espécies sao catalase
positiva, oxidam aminoacidos, mas nao fermentam carboidratos e muitas delas

sdo moveis por flagelos peritriqueos (Wirsing von Konig et al., 2015) (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas diferenciais das espécies do género Bordetella.
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Caracteristicas o @ = S = = £ © o
o o o] = © T < o =
o o o o o o o o o
Crescimento em:
= Agar Regan Lowe +(3-4dias) +(2-3dias) +(1-2dias) + (2-3 dias) ND ND ND ND ND
= Agar Sangue - + + + + + + + +
= Agar MacConkey . + + + + + + + +
= Agar Citrato de Simmons ) ) + . ND v + + +
Oxidase + ) + } + + + + -
Catalase + + + + + + + + +
Motilidade - - + - \% - + - +
Nitrato redutase - - + - ND - - + \Y
Urease - + + - ND - - - -
Pigmento difusivel em agar - Marrom - Marrom - - - Amarelo Amarelo

Simbolos e abreviaturas: +, 2 90% das cepas séo positivas; -, negativo; V, < 10% das cepas sdo positivas; ND, ndo determinado.

Tabela extraida e adaptada de: Sanden e Weyant 2005; Wirsing von Konig et al., 2015.
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O alto nivel de conservacdo de sequéncias génicas, estudos de
hibridacéo e perfis metabolicos indicam uma estreita relacéo evolutiva entre
B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica. Durante o primeiro projeto
genoma de Bordetella, demonstrou-se que tanto B. parapertussis como B.
pertussis evoluiram a partir de B. bronchiseptica (ou um ancestral
semelhante a B. bronchiseptica) por um processo de reducéo e rearranjo do
genoma. O genoma de B. bronchiseptica € maior (5,4 megabases - Mb) que
o de B. parapertussis (4,8 Mb) e B. pertussis (4,1 Mb) (Sealey et al., 2016).

O projeto identificou que a expansao do numero de copias do
elemento de sequéncia de insercao (elemento IS) dentro de B. pertussis e B.
parapertussis era um fator chave em sua especiagdo. Os elementos da
sequéncia de insercdo bacteriana sao unidades moveis de DNA (&cido
desoxirribonucleico) que sdo capazes de se inserir em multiplos locais em
um genoma bacteriano (McLafferty et al.,, 1988). Esses elementos s&o
considerados importantes para promover mudancas de rearranjo em
genomas bacterianos, especialmente para espécies de Bordetella (Sealey et
al., 2016).

As sequéncias de insercdo estdo presentes em poucas copias por
genoma em B. bronchiseptica, mas B. pertussis e B. parapertussis sofreram
grande expansdo no numero de coépias, predominantemente em 1S481
(aproximadamente (~) 250 cépias) e I1S1663 (~ 20 copias) em B. pertussis e
IS1001 (~ 20 copias) e 1S1002 (~ 90 coépias) em B. parapertussis. Esta
expansao criou focos para recombinacdo homdéloga através destes genomas
resultando em delecdes e rearranjos intra-genémicos. Comparacoes entre
as sequéncias gendmicas dessas espécies identificaram que a diferenca em
seus tamanhos em comparagdo com B. bronchiseptica foi devido a delecéo
de DNA de B. pertussis e B. parapertussis. B. pertussis tem sofrido niveis
muito maiores de perda génica e rearranjo genémico em relagcdo a B.
parapertussis e esta em relagcéo a B. bronchiseptica (Sealey et al., 2016). Os

genes perdidos de B. pertussis sdo aqueles envolvidos na colonizagdo de
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hospedeiros ndo humanos e de modo geral, parece que a incapacidade de
B. pertussis e B. parapertussis de sobreviver fora de um hospedeiro seja
provavelmente devida a perda de numerosas vias acessorias para o uso de
fontes alternativas de nutrientes, ao invés de uma falta de vias metabdlicas
centrais (Parknhill et al., 2003).

1.1.2. Bordetella pertussis

1.1.2.1. Fatores de viruléncia

Para colonizar o trato respiratério de seu hospedeiro, B. pertussis,
requer fatores de viruléncia que séo classificados em toxinas e adesinas. As
toxinas alteram o sistema imune, impedindo a remocao das bactérias do
trato respiratorio, e as adesinas permitem a ligacdo de B. pertussis ao
epitélio respiratorio agindo como imunomoduladores. Sao classificadas como
toxinas a toxina pertussis (PT), a citotoxina traqueal (CT), a toxina
dermonecrética ou toxina termo-labil (HLT), a toxina adenilato ciclase (ACT),
sistema de secrecédo tipo Il (TTSS) e endotoxina ou lipopolissacarideo
(LPS). As adesinas sao a hemaglutinina filamentosa (FHA), a pertactina
(PRN) e duas adesinas fimbriais, Fim2 e Fim3 que atuam como alvos
antigénicos para anticorpos e células T (Hegerle e Guiso, 2013; Hewlett et
al., 2014, Zlamy, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Fatores de viruléncia de B. pertussis.

PT, toxina pertussis; TCT, citotoxina traqueal; ACT, toxina adenilato ciclase; TTSS, sistema de
secrecdo tipo llI; LPS, lipopolissacarideo; FHA, hemaglutinina filamentosa; PRN, pertactina.
Figura extraida e adaptada de Zlamy, 2016.

B. pertussis exibe um sistema de variacdo de fase na expresséo dos
fatores de viruléncia em resposta as condicbes ambientais, tais como a
temperatura, a presenca de acido nicotinico ou sulfato de magnésio (van
Beek et al., 2018). Este micro-organismo € capaz de alternar entre dois
modos por um processo chamado modulagdo fenotipica. Isso € conseguido
por um sistema que controla a transcricdo de quase todos 0s genes de
viruléncia, o locus do sistema de regulacdo da viruléncia mestra de
Bordetella (BvgAS) (Antoine et al., 2000; de Gouw et al., 2011; Dorji et al.,
2018). Os dois componentes envolvidos no sistema de regulacdo séo o
BvgS que tem um dominio periplasméatico e detecta os sinais externos e o
BvgA, uma proteina ativadora da transcrigdo (Arico et al., 1991; de Gouw et
al., 2011).

O BvgAS responde a varios sinais ambientais conhecidos que
podem modular sua expressao, pelo menos em condi¢cfes de laboratério. A

variagao de fase pode resultar no surgimento de variantes virulentas (Bvg +)
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e avirulentas (Bvg -). A fase ndo-modulada, fase Bvg + ou fase virulenta esta
associada a expressao das toxinas e adesinas necessarias para a viruléncia.
A fase Bvg + geralmente se manifesta quando a B. pertussis esta crescendo
a 37 °C no trato respiratério de um hospedeiro humano. Inversamente,
quando a B. pertussis € cultivada na presenca de quantidades milimolares
de ions sulfato, acido nicotinico ou a temperaturas por volta de 25 °C
considera-se que estdo em uma “fase modulada, Bvg - ou avirulenta”.
Durante a infeccdo, o ambiente respiratorio fornece sinais moduladores que

induzem a expresséo de fatores de viruléncia (Dorji et al., 2018).

Além das fases Bvg + e Bvg -, uma “fase intermediaria” ou “fase Bvg"”
foi identificada em B. pertussis, desempenhando um papel importante na
patogénese das espécies de Bordetella o qual pode envolver a transmisséo
de aerossOis e / ou colonizacdo e sobrevivéncia no trato respiratério (de
Gouw et al., 2011; Dorji et al., 2018).

Toxina Pertussis (PT) - B. pertussis € a Unica espécie entre as Bordetellae
que expressa o principal fator de viruléncia, a toxina pertussis (PT). B.
parapertussis e B. bronchiseptica possuem genes que codificam a toxina,
mas nao os expressam devido a multiplas mutacdes na regido promotora. A
toxina é uma proteina de 105 quilodalton (kDa) de configuracdo ABs.
Composta da subunidade A, enzimaticamente ativa, também chamada S1
e a subunidade B organizada em uma estrutura de anel pentamérica
composta das subunidades S2, S3, duas S4 e S5. A expressdo dos cinco
genes é regulada por um promotor localizado no gene que codifica S1. A
ativacdo do promotor da toxina esta sob o controle do regulador do gene de
viruléncia (Bvg). A subunidade B é responsavel pela ligacdo da toxina a
receptores de células alvo extracelulares, permitindo a translocacdo da
subunidade catalitica A (S1) através da membrana plasmatica e a entrada
da toxina nas células (Worthington et al., 2011; Cherry e Paddock, 2014;
Dorji et al., 2018;).
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A toxina pertussis é responsavel pelo aumento das secrec¢fes
respiratérias e producdo de muco, pela sensibilizacdo a histamina e pela
linfocitose e leucocitose, importantes fatores de risco para doencga grave em

bebés ndo imunizados (Cherry e Paddock, 2014; Nieves e Heininger, 2016).

Citotoxina Traqueal (CT) - monOmero de baixo peso molecular do
peptidoglicano da parede celular que tem afinidade especifica por células
epiteliais ciliadas, sendo especificamente toxica para essas células (Weiss e
Hewlett, 1986; Nieves e Heininger, 2016).

Quando o movimento ciliar é retardado, a tosse € o Unico mecanismo
para eliminar a acumulo de outras moléculas inflamatorias do trato
respiratério, resultando na tosse paroxistica. A destruicdo das células ciliares
também torna o hospedeiro suscetivel a infec¢des secundarias, o que muitas

vezes € a principal causa de morte (Dorji et al., 2018).

Toxina Dermonecroética ou Toxina Termo-labil (HLT) - proteina
citoplasmatica que causa lesbes necréticas quando injetada
subcutaneamente em camundongos em doses baixas, sendo letal em doses
mais altas. Seu nome € derivado da lesédo cutanea caracteristica provocada
nestes animais. Essa toxina pode inibir a sintese de DNA e proteinas, inibir a
diferenciacdo osteoblastica e induzir a formacdo de organelas nas
membranas (Weiss e Hewlett, 1986; Nieves e Heininger, 2016; Dorji et al.,
2018).

Toxina Adenilato Ciclase (ACT) - toxina imunomoduladora produzida por
B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica. E um importante fator de
viruléncia secretado por B. pertussis no estagio inicial da infeccdo e pode
desencadear uma resposta imune protetora (Weiss e Hewlett, 1986; Dorji et
al., 2018). Funciona como uma hemolisina e citolisina, induz a apoptose e a

parada do ciclo celular e inibe a fagocitose e a quimiotaxia (Zlamy, 2016).
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Sistema de Secrecéo Tipo lll (TTSS) - permite que a Bordetella transloque
os fatores de viruléncia bacteriana, denominados efetores, diretamente para
a membrana plasmatica ou citoplasma das células do hospedeiro para
exercer suas funcdes bioldgicas, levando ao estabelecimento de infeccéo,
persisténcia e transmissao (Doriji et al., 2018). Promove a adeséo bacteriana,
suprime a resposta imune inata e adaptativa e aumenta a persisténcia de

bactérias nos pulmdes de camundongos (Nieves e Heininger, 2016).

Endotoxina ou Lipopolissacarideo (LPS) - O LPS de B. pertussis é
semelhante as endotoxinas de outras bactérias Gram-negativas e €
necessario para colonizacdo e sobrevivéncia de Bordetella in vivo. O LPS
das espécies de Bordetella é pirogénico, mitogénico, toxico e pode ativar a
producdo de citocinas pro-inflamatdérias a partir de macréfagos (Higgs et al.,
2012; Zlamy, 2016).

O LPS esta presente em concentracdes variadas na maioria das
vacinas de células inteiras (whole cell — wP) e em combinagdo com outras
toxinas, em particular a toxina pertussis. A reatogenicidade do wP, incluindo
efeitos sistémicos e neurolégicos esta atribuida ao LPS, no entanto sua

remocao pode diminuir a eficacia da vacina (Higgs et al., 2012).

Hemaglutinina Filamentosa (FHA) - componente da parede celular de
todas as Bordetella spp. E o principal agente para a ades&o de B. pertussis a
superficie mucosa do trato respiratério. Promove a adesdo bacteriana as
células epiteliais respiratorias ciliadas e promove a fagocitose por
macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares (Nieves e Heininger, 2016;
Zlamy, 2016).

Adesinas Fimbriais - As fimbrias (Fim) s&o proteinas filamentosas
poliméricas que se estendem da membrana bacteriana externa, essenciais
para a colonizacdo do trato respiratério. B. pertussis produz tipos de fimbrias

sorologicamente distintas (sorotipos 2 e 3) compostas de duas subunidades
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principais Fim2 e Fim3, também conhecidas como aglutinogénio 2 (AGG2) e
aglutinogénio 3 (AGG3) codificados pelos genes dos locos cromossomicos,
fim2 e fim3, respectivamente (Dorji et. al., 2018). Sao utlizadas na
composicdo das vacinas anti-pertussis e na producdo de anti-soros
especificos para a caracterizacdo antigénica (sorotipagem) das cepas de B.
pertussis (Weiss e Hewlett, 1986; Ashworth e Robinson, 1989; Robinson et
al., 1989). O aglutinogénio 2 (sorotipos Fim2 e Fim2,3) exibe uma vantagem
colonizadora no trato respiratorio e esses sorotipos predominam em
comunidades nao vacinadas, enquanto o sorotipo Fim3 torna-se prevalente
em comunidades vacinadas quando a vacinacdo € introduzida com wP
contendo ambos componentes, Fim2 e Fim3 (Williamson e Matthews, 1996).
A vacina utilizada no Brasil contém esses dois componentes fimbriais em

sua composicao (Akamatsu et al., 2015).

A expressdo das fimbrias é regulada por pequenas insercdes ou
delecdes em um trecho de uma regido promotora rica em citosina resultando
na variacao da fase fimbrial em adi¢céo a sua regulagéo positiva pelo sistema
BvgAS. Consequentemente, esses genes independentes estdo sujeitos a
erros de adesao, permitindo que a B. pertussis se submeta a variacao da
fase fimbrial e expresse quaisquer combinacdes possiveis de Fim2 e Fim3.
Além das subunidades centrais que formam a parte principal das proteinas
Fim, a B. pertussis também possui uma subunidade menor, FimD, localizada
na ponta das fimbrias e que contribui para a adesdo aos mondcitos (Hegerle
e Guiso, 2013; Doriji et al., 2018).

Pertactina (PRN) - proteina autotransportadora de membrana externa de 69
kDa (P.69) que desempenha um papel na aderéncia de B. pertussis a
monaocitos e células epiteliais do hospedeiro. A P.69 € uma grande molécula
precursora (910 aminodacidos) de 2.739 pares de base (pb), que contém a
trinca de aminoacidos arginina-glicina-acido aspartico (RGD), que funciona
como um local de ligagdo celular em varias proteinas de mamiferos (Mooi et

al., 1998; van Loo et al., 2002). Os aminoacidos 260-294 constituem a regiao
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1 (R1) da pertactina que contém repeticbes constituidas por cinco
aminoacidos Gly-Gly-Xaa-Xaa-Pro e estd localizada proxima ao RGD; a
regido 2 (R2) contém repeticbes Pro-GIn-Pro (PQP) (Mooi, 2010; Dorji et al.,
2018).

O polimorfismo na pertactina € encontrado nas duas regides (R1 e
R2), porém a maior parte da variacado é encontrada na regido 1 na qual tém
sido identificadas 18 variantes diferentes (prnl — prn18) (Hijnen et al., 2008;
Bouchez et al., 2015) (Figura 2). Quase todas as cepas vacinais usadas para
a producdo de vacinas celulares ou acelulares carregam os alelos prnl ou
prn7, enquanto os isolados circulantes abrigam principalmente prn2 ou prn3
(He, 20186).

RGD/Ri R2

Figura 2. Estrutura do gene da pertactina.
R1, R2 e RGD indicam as regides 1, 2 e RGD que codificam as repeticdes GGxxP e PQP, e ligacado

celular respectivamente.

Figura extraida e adaptada de Mooi et al., 1998 e Hijnen et al., 2008.

Estudos com B. bronchiseptica sugeriram que a PRN tem um papel
critico na resisténcia a depuracdo mediada por neutrofilos (Inatsuka et al.,
2010). Parece nao ter um papel importante na persisténcia de B. pertussis,
uma vez que os mutantes deficientes em PRN foram capazes de colonizar e
se multiplicar no trato respiratério de camundongos. Entretanto,
experimentos de imunizacdo mostraram que a PRN é um antigeno protetor
nestes animais. Os anticorpos anti-PRN parecem ajudar a fagocitose de B.
pertussis pelas células imunes do hospedeiro (Higgs et al., 2012; Nieves e
Heininger, 2016; Dorji et al., 2018).
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1.2. Coqueluche ou Pertussis
1.2.1. Historico

As primeiras descricbes da coqueluche datam da Idade Média e a
designacdo precisa dos primeiros casos parece ser impossivel de ser
identificada devido a falta de nomenclatura médica unificada na época.
Quase todas as regides da Europa tinham seu préprio dialeto e, na maioria
dos casos, os nomes das doencas eram transitorios, variando até mesmo
dentro do territério de um pais. Dependendo da regido, as pessoas sofriam
de Chin-Cough, Chyncough, hooping cough (Inglaterra), kink ou kinkhost
(Escécia), coqueluche, quinteuse de lI'enfant (Franga), tosse canina, quint
(Italia), Kirkhosta (Suécia), Keichhusten (Alemanha), Kwinthoest (Holanda),
ou koklusz (Polbnia). A terminologia latina também denominou a doenga

como coclude, tussis clongosa e pertussis (Kuchar et al., 2016).

Acredita-se que o0s primeiros relatos reconheciveis de grandes
surtos da coqueluche comegcaram nos seculos XIV e XV (Sealey et al.,
2016). A primeira mencdo a coqueluche ocorreu na Inglaterra em 1540 e a
primeira epidemia foi observada em Paris em 1578 e descrita por Guillaume
de Baillou em 1673: “O pulmao esta téo irritado que, no esforco que faz para
se livrar daquilo que o afeta, pode inalar e expirar apenas com dificuldade...
O paciente incha e quase sofre, sente como se estivesse respirando com
algo parado no meio da garganta... Alguns acreditam que esse nome
[quinta] foi inventado por causa do som do paciente na tosse. O tormento da
tosse as vezes € suspenso por 4 a 5 horas, ap6s as quais 0 paroxismo
retorna, o que geralmente é tdo violento que causa a saida de sangue do
nariz e da boca e, com muita frequéncia... causa vomitos” (Aslanabadi et al.,
2015). Em 1679, Sydenham descreveu a doenca claramente e deu-lhe o
nome de pertussis (que significa uma tosse violenta) (Cherry, 1999; Kuchar
et al., 2016).
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A disseminacédo em larga escala da B. pertussis é coincidente com o
inicio da urbanizacdo das populagdes humanas, criando uma estrutura de
populacao hospedeira que favoreceria os patégenos causadores de doencas

altamente infecciosas e agudas (Sealey et al., 2016).

No século XVIII a coqueluche era considerada uma doenca perigosa
e até mortal, sem tratamento. Nessa época 0s médicos notaram que a
doenca era contagiosa e acreditavam que ela afetava apenas as criancas e
que, se alguém sofresse de coqueluche, ndo conseguiria contrai-la

novamente (Kuchar et al., 2016).

Embora se soubesse que a doenca era infecciosa, 0 agente causal
s6 foi descoberto em 1906, por Jules Bordet e Octave Gengou,
pesquisadores de Paris. Em 1900, a filha mais velha de Bordet havia sofrido
de coqueluche, e Bordet tinha visto no escarro pequenos cocobacilos Gram-
negativos, mas ndo conseguira cultiva-los em nenhum dos meios de cultura
entdo disponiveis. Em 1906 seu filho desenvolveu a doenca, e Bordet foi
capaz de cultivar o organismo em meio de cultura que entdo levou seu
nome. Esses pesquisadores mostraram que as pessoas infectadas
desenvolviam um anticorpo fixador do complemento ao organismo; que o
organismo nao infectava os animais, mas produzia uma endotoxina que, em
pequenas doses, dava origem a hemorragias petequiais, efusdes pleurais,
dispneia e necrose. Eles também mostraram que as vacinas com bactérias
mortas tinham algum efeito na reducdo da incidéncia e da duracdo da
doenca (Oakley, 1962).

Em 1910, as estatisticas dos Estados Unidos da América (EUA)
afirmavam que, para cada dez criangas que sofriam de coqueluche, havia
em média, uma morte. Em 1912, W.C. Rucker descreveu a coqueluche, seu
curso clinico e as estatisticas sobre morbidade e mortalidade relacionadas.
Sua publicacdo transmitia uma real preocupacao, pois a coqueluche era

considerada uma doenca potencialmente fatal (Kuchar et al., 2016).
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Ainda nos dias de hoje a coqueluche continua a ser um importante
problema de saude publica em todo o mundo, com elevada morbidade e
mortalidade em criangas, principalmente as menores de um ano de idade
(WHO, 2015). A histéria natural da doenca indicava que esta se limitava a
lactentes e criangas pequenas, muitas vezes causando morte ou
complicacBes graves (Sealey et al.,, 2016). No entanto, observou-se que B.
pertussis ndo infectava sé criancas e com o passar do tempo, percebeu-se
gue a coqueluche leve ou atipica € comum e frequentemente detectada em
adolescentes e adultos com tosse crdnica, sendo considerados uma
importante fonte de infec¢do para recém-nascidos e criangas parcialmente
imunizadas (Cherry e Paddock, 2014; Kuchar et al., 2016).

1.2.2. Patogénese e doenca

O trato respiratério humano representa um desafio para os
patdgenos das vias aéreas, como B. pertussis. O epitélio ciliado que reveste
as vias respiratérias assegura que as secrecdes de muco contendo
particulas (por exemplo, micro-organismos patogénicos ou poélen) sejam
mecanicamente depuradas das cavidades nasais, da traqueia e dos tubos
brébnquicos. A colonizacdo da B. pertussis também enfrenta competicao
direta por nutrientes e espaco com a flora residente, e é exposta a uma
variedade de mecanismos de defesa do hospedeiro. A infeccdo bem-
sucedida do hospedeiro pela B. pertussis é, portanto, dependente de sua
capacidade de resistir a esses mecanismos de defesa antimicrobiana (de
Gouw et al., 2011).

A infeccdo do hospedeiro por B. pertussis € iniciada através do
contato com secre¢fes respiratorias de um individuo infectado. Apos a
inalacdo destas particulas, as bactérias entram no trato respiratorio superior
e aderem via FHA e fimbrias as células epiteliais ciliadas na nasofaringe e

traqueia. Uma vez ligada a superficie da mucosa, as células da B. pertussis
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se multiplicam localmente, resistem aos mecanismos de defesa do
hospedeiro (por exemplo, depuracdo mucociliar, peptideos antimicrobianos e
células inflamatérias) e causam danos locais nas vias aéreas superiores e
inferiores com manifestacdes sistémicas (de Gouw et al., 2011; Kilgore et al.,
2016). A interacao e o trabalho em equipe dos fatores de viruléncia previnem
a B. pertussis de uma rapida depuracédo e permite sua disseminacao para as
areas inferiores do trato respiratério (de Gouw et al., 2011; Zlamy, 2016)
(Figura 3).
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1 - Inalacdo das secrec¢des respiratérias do individuo
infectado

2 - Entrada das bactérias no trato respiratorio
superior e aderéncia na nasofaringe e traquéia

3 - Multiplicacdo bacteriana e danos locais nas vias
aéreas superiores e inferiores

Figura 3. Infecgdo por B. pertussis.
PT, toxina pertussis; TCT, citotoxina traqueal; ACT, toxina
adenilato ciclase; TTSS, sistema de secrec¢éo tipo Ill; LOS,

lipooligossacarideo; FHA, hemaglutinina filamentosa; PRN,
pertactina; DNT, toxina dermo necrotica.

Figura extraida e adaptada de Jongerius et al., 2015.
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A coqueluche é uma doenca altamente infecciosa, com uma taxa de
ataque de 15-17 (ou seja, o caso indice infecta de 15 a 17 pessoas
suscetiveis) e uma taxa de ataque secundario para contatos domiciliares de
80-100% (Kent e Heath, 2014). Diversos estudos mostraram que 0s contatos
domiciliares séo a fonte mais importante de infeccdes para bebés e esses
eram mais frequentemente infectados pelas maes, seguida dos pais e
irmaos (Bisgard et al., 2004; Baptista et al., 2005; Berezin et al., 2014; Leite
et al., 2015).

A apresentacdo clinica tipica da coqueluche é vista principalmente
em criancas ndo imunizadas (menos frequentemente em adolescentes e
adultos) e é uma doenca de trés estagios: catarral, paroxistico e
convalescéncia. A duracdo da doenca é de aproximadamente seis a 12
semanas com um periodo médio de incubacao de sete a dez dias (podendo

ter um intervalo de cinco a 28 dias) (Nieves e Heininger, 2016) (Figura 4).

Catarral Paroxistica Convalescéncia

Criangas nfo
imunizadas

Criangasimunizadas
ou parcialmente imunes

Adultos /
adolescentes -220eo0oeooeoeossdaeeeoee - — — — -

!

Inicio dos
sintomas Semanas Meses

1 2 3 4 5 6 6m 12m

Figura 4. Estagios da doenca por faixa etaria e estado de imunizacéo.

Figura extraida e modificada de Souder e Long, 2015.
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A fase catarral da doenca € semelhante a um resfriado comum
caracterizada por sintomas inespecificos como congestdo nasal, rinorréia,
lacrimejamento, mal-estar, dor de garganta e tosse leves, com duracao de
uma a duas semanas. A hipoglicemia também pode ser observada. A febre
ndo € comum e, se presente, pode sugerir uma infeccdo secundaria
(Pittman, 1974; Nieves e Heininger, 2016). Nesta fase pode ocorrer uma
linfocitose relativa e absoluta, geralmente acima de 10 mil linfécitos/mm? e
os leucdcitos totais podem atingir um valor, em geral, superior a 20 mil
leucécitos/mm?® (Oliveira et al., 2017). A infeccdo é mais transmissivel
durante essa fase, quando € menos aparente e geralmente ndo é suspeita
(de Celle’s et al., 2016). O diagndstico precoce € frequentemente ignorado
pelos clinicos, uma vez que os sinais e sintomas nesta fase imitam os de
outras infecgbes virais associadas a rinovirus, coronavirus e virus influenza,

dificultando o tratamento e o isolamento bacteriano (Kilgore et al., 2016).

A frequéncia e a intensidade da tosse se agravam, caracterizando o
inicio da fase paroxistica, que geralmente dura de duas a seis semanas.
Nesta fase o nimero de leucécitos pode ser elevado para 30 ou 40 mil/mm?
estando associado a uma linfocitose de 60 a 80% (Oliveira et al., 2017).

Os paroxismos sdo séries repetitivas de cinco a dez ou mais tosses
vigorosas durante uma Unica expiracao, podendo ocorrer mais de 30 vezes
por 24 horas e sdo mais comuns a noite (Kent e Heath, 2014; Nieves e
Heininger, 2016). As crises deixam o0 hospedeiro exausto e ofegante
produzindo um som de guincho quando tentam inalar depois de um ataque

de tosse (Sealey et al, 2016).

Os episodios de tosse podem causar cianose ou descoloragéo facial
como resultado de congestdo venosa, protrusdo da lingua, salivagéo,
producdo grossa de mucosa oral, lacrimejamento e frequentemente
terminam em vomitos (Kent e Heath, 2014; Kilgore et al., 2016). As crises

ocorrem espontaneamente e podem ser desencadeadas por estimulos como
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chorar, rir, bocejar e comer ou sdo precipitadas por estimulos externos,
como ruido e ar frio. Entre os episddios de tosse, existem poucos sinais
clinicos, a menos que se desenvolvam complicacdes (Kent e Heath, 2014;
Kilgore et al., 2016).

A fase de convalescenca, que geralmente dura de uma a 12
semanas, é caracterizada pela diminuicdo da frequéncia e gravidade dos
episodios de tosse e vOmito. Durante o periodo de recuperacdo, as
infeccbes respiratorias virais secundarias podem desencadear uma

recorréncia de paroxismos (Nieves e Heininger, 2016).

A gravidade dos sintomas depende de vérios fatores, incluindo a
idade do paciente, a forca da resposta imune e a extensdo da disseminacao
bacteriana sistémica. Em lactentes, as bactérias saem do trato respiratorio
superior para o inferior, sdo disseminadas para os pulmdes causando
bronquite necrosante, dano alveolar difuso, hemorragia intra-alveolar, edema
fibrinoso, alvéolo rico em macrofagos infiltrados e broncopneumonia (Kilgore
et al., 2016). As complicacdes associadas incluem pneumonia, hipoxemia,
pneumotérax, sinusite, otite média, deficiéncia nutricional, proplapso retal,
convulsdes e encefalopatia. Em casos mais graves, ocorre linfocitose
extrema que estd relacionada a hipertensdo pulmonar, insuficiéncia
respiratéria e até a morte (Gentile, 2010; Melvin et al., 2014; Souder e Long,
2015; Sealey et al., 2016). Adolescentes e adultos podem desenvolver além
de pneumonia bacteriana, tosse persistente, encefalopatia, problemas
relacionados ao sono como incontinéncia urinéaria e fraturas de costelas

(Nguyen e Simon, 2018).

Em criancas mais velhas, adolescentes e adultos a apresentacéo
clinica pode ser inespecifica, especialmente em hospedeiros imunizados ou
parcialmente imunes. Os sintomas atipicos podem ser comuns e incluem
coriza e tosse crénica sem o guincho caracteristico, tornando o diagnostico e

o tratamento apropriado mais dificil (Calvert e Heath, 2017). Em lactentes
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com menos de seis meses de idade podem ocorrer engasgos e a apneia
sem a tosse caracteristica (Souder e Long, 2015; Nieves e Heininger, 2016).

As coinfeccbes com virus respiratorios (virus sincicial respiratorio,
adenovirus e influenza) e patdgenos bacterianos respiratérios
(Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae) dependem da
epidemiologia local e ndo contribuem necessariamente para a gravidade da

coqueluche (Nieves e Heininger, 2016).

O diagnostico especifico para a coqueluche € realizado mediante o
isolamento da B. pertussis pela técnica de cultura de material colhido de
nasofaringe e pela realizacdo do diagndstico rapido pelo método da PCR em
Tempo Real. A cultura é considerada o "padrédo ouro” para deteccdo de B.
pertussis, com altas taxas de isolamento quando a coleta de material é
realizada no inicio dos sintomas (fase catarral). A PCR em tempo real tem
alta sensibilidade (70-90%) e especificidade (86-100%) e permite a coleta de

material até a terceira semana apos o inicio dos sintomas (Leite et al., 2013).

O teste de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) da toxina pertussis
(PT) € um método alternativo de diagnéstico, util na fase tardia da doenca,
particularmente entre adultos e adolescentes que freqlientemente
apresentam um sintoma atipico de coqueluche e geralmente ndo procuram

atendimento médico imediato (Vaz-de-Lima et al., 2014).

Exames complementares como o leucograma podem ser utilizados
para auxiliar na confirmacdo ou descarte dos casos suspeitos. A presenca
da leucocitose e linfocitose indicam forte suspeita clinica de coqueluche,
mas sua auséncia ndo exclui o diagnéstico da doenga, sendo necessario
levar em consideracdo o quadro clinico e os antecedentes vacinais do

paciente (Oliveira et al., 2017).
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1.2.3. Tratamento

Os macrolideos (eritromicina, azitromicina, claritromicina) sado os
antibioticos utilizados para tratamento e quimioprofilaxia da coqueluche e
tém igual eficacia: erradicam B. pertussis em 97% dos casos apo6s 2-3 dias,
em 100% apoés 14-21 dias e apoés cinco dias de tratamento o paciente ndo é

mais infeccioso (Tozzi et al., 2005).

A azitromicina é a droga de escolha para criangcas menores de seis
meses de idade e deve ser administrada uma vez ao dia durante cinco dias;
a claritromicina, de 12 em 12 horas durante sete dias, porém nao é indicada
para criancas menores de um més de idade. A eritromicina € administrada
de seis em seis horas por sete a 14 dias, porém seu uso em criangas
menores de um més de idade esta associado ao desenvolvimento da
sindrome de hipertrofia pilérica, doenca grave que pode levar a morte. Nos
casos de contraindicacdo ao uso desses macrolideos, recomenda-se 0
sulfametoxazol associado ao trimetoprin, de 12 em 12 horas por um periodo
de sete dias (Oliveira et al., 2017).

A eficacia da terapia antibiética depende do estagio da doenca em
gue a terapia € iniciada, podendo prevenir ou atenuar a coqueluche clinica
quando administrados durante o periodo de incubacdo ou no inicio do
estagio catarral. As primeiras trés semanas da doenca sdo o melhor
momento do tratamento para melhorar os sintomas da coqueluche e
erradicar a B. pertussis. Infelizmente, o tratamento raramente € administrado
cedo o suficiente para afetar o curso da doenca (Kilgore et al., 2016; Oliveira
et al., 2017).

Quando administrados durante a fase paroxistica da doenca, as
drogas antimicrobianas nao alteram o curso clinico, mas podem eliminar a
bactéria da nasofaringe e, assim, reduzir a transmissdo. Os casos nao

tratados podem permanecer infecciosos por até trés semanas apds o inicio
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dos sintomas (Kent e Heath, 2014; WHO, 2015).

1.2.4. Aspectos Epidemioldgicos

O aumento da incidéncia de coqueluche tem sido observado em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. No inicio dos anos 2000, os
Estados Unidos e alguns paises da América Latina, incluindo Argentina,
Brasil, Chile, Colédmbia, Panaméa e México observaram aumento no numero
de casos de coqueluche e relatos de surtos (Pinell-McNamara et al., 2017).
Na Argentina, a incidéncia da doenca passou de 1,8/100.000 habitantes em
2003, 5,7/100.000 em 2005 para 8,3/100.000 em 2011. Na China, um total
de 3.408 e 6.658 casos de coqueluche foi notificado em 2014 e 2015,
respectivamente. Na Inglaterra e no Pais de Gales, o numero total de casos
confirmados foi 9.741 em 2012, 10 vezes maior do que em 2008 com 902
casos relatados. Em 2012, o numero de casos notificados nos EUA foi de
48.277, o maior dos ultimos 50 anos neste pais (Chen e He, 2017). Em
2011, de acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
a coqueluche causou 50 milhdes de casos e 300.000 mortes e em 2013
causou cerca de 63.000 mortes em criangas menores de cinco anos de
idade (PAHO, 2011; WHO, 2015) (Gréafico 1).
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Gréfico 1. Casos globais de coqueluche, relatados por ano, e cobertura
vacinal com trés doses de DTP, 1980 — 2016.

2,500,000 - - 100

2,000,000 A

1,500,000 -

1.000,000 4

Namero de casos
Cobertura Vacinal (%)

500,000 4

1 Numero de casos —&— Cobertura oficial —#— VWHQ/UNICEF estimativas

Fonte: WHO/IVB database, 2017.

No Brasil, nas décadas de 50 e 60, a incidéncia da coqueluche era
alta. Em 1973 houve a implantacdo do Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI) e a vacina DTP (coqueluche de células inteiras combinada com os
toxdides diftérico e tetanico) passa a ser preconizada para todas as
criancas. Neste mesmo ano, a coqueluche torna-se uma doenca de
notificacdo compulséria e, no inicio da década de 1980, foram notificados
mais de 40 mil casos anuais com coeficiente de incidéncia superior a
30/100.000 habitantes, caindo abruptamente a partir de 1983, mantendo
uma tendéncia decrescente (Fernandes et al.,, 2018). Em 1990, o
coeficiente de incidéncia foi de 10,6/100.000 habitantes, sendo a maior
incidéncia observada na década. A partir de 1995 houve um aumento da
cobertura vacinal, alcancando valores proximos a 95 - 100%, observando-
se um declinio no numero de casos, principalmente a partir de 1998,
registrando uma incidéncia de 0,9/100.000 habitantes em 2000. No
periodo de 2001 a 2010, a incidéncia variou entre 0,3 a 0,7/100.000, porém

a partir de 2011 um aumento subito do numero de casos da doenga no pais
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foi observado. Registros do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) indicam que no periodo de 2011 a 2014 foram
confirmados 22.772 casos de coqueluche, em todo o pais, aumentando a
incidéncia de 1,2 para 4,2/100.000 habitantes, sendo as criangas menores
de um ano responsaveis por 61% dos casos e dentre estas 87% eram 0s
menores de seis meses. A partir de 2015, observou-se uma queda no
niamero de casos e a incidéncia da doenca passou de 4,2/100.000
habitantes em 2014 para 0,9/100.000 habitantes em 2017 (Ministério da
Saude, 2018) (Gréfico 2).

Grafico 2. Coeficiente de incidéncia e cobertura vacinal com DTP e
Tetravalente. Brasil, 1990 — 2017.

12,0 T 120

10,0 + 100
8,0 + 80
6,0 T 60

4,0 T 40

Coef. Incidéncia

2,0 T 20

0,0

0?@@ @f-’s q“' & ﬂ?’op é'“gq Q@an?@:&n@d‘@ & *19@'1? @“@"@0 h.@"",‘g"ﬁrpé

Ano

E=A Coef Incidéncial100.000 hab. m— Cobertura Vacinal

Fonte: Ministério da Saude, 2018.

A razdo para o aumento da incidéncia de coqueluche na ultima
década, em diferentes partes do mundo, como também no Brasil, com
notificacdes de varios picos epidémicos, provavelmente esta relacionado a
varios fatores sobrepostos e sequenciais: (i) melhoria na notificacdo da
doenca, (i) maior conscientizacdo por parte dos médicos, (iii) métodos de
diagnéstico laboratoriais mais sensiveis e especificos, (iv) aumento da

circulacao bacteriana entre adolescentes e adultos relacionada ao declinio
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da imunidade induzida por vacina, (v) mudancas antigénicas das cepas
circulantes, ocasionando alteragdo do patdgeno (possivelmente decorrentes
da substituicdo das vacinas celulares para as vacinas acelulares), (vi)
diminui¢cdes na cobertura vacinal e falta de reforcos suficientes, (vii) aumento
de grupos de criangas n&o vacinadas. Todos esses fatores desempenham
papéis importantes na atual tendéncia crescente da prevaléncia da doenca
(Sedighi et al., 2016; Souder e Long, 2015; Fedele e Stefanelli, 2017;
Ministério da Saude, 2018) (Figura 5).
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Figura 5. Importancia relativa de multiplos fatores associados ao aumento da

incidéncia de coqueluche®.
Figura extraida e adaptada de Souder e Long, 2015.

1.2.5. Vacinas

As vacinas contra coqueluche de células inteiras desenvolvidas a
partir de suspensdes de bacilos inteiros mortos (geralmente por aquecimento

ou tratamento com formalina) foram licenciadas pela primeira vez nos EUA

! Tamanho da circunferéncia corresponde a importancia do fator.
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em 1914 (Klein, 2014). Em 1932, Pearl Kendrick e Grace Elderlin, do
Departamento de Saude de Michigan, comecaram a pesquisar novas

ferramentas de diagndstico e vacinas eficazes relacionadas a coqueluche.

Em primeiro lugar, eles melhoraram os métodos de isolamento de B.
pertussis e modificaram o meio de crescimento criado por Bordet e Gengou.
Tornou-se entdo viavel a cultura dos bacilos mais rapidamente, o que ajudou
a simplificar os diagnosticos. O préximo passo foi produzir uma vacina de
célula inteira gerada a partir de bactérias quimicamente inativadas (Kuchar
et al., 2016).

Em 1948, a vacina contra coqueluche de células inteiras foi
combinada com os toxodides diftérico e teténico e tornou-se uma vacina
contra difteria, tétano e pertussis (DTP), ocorrendo sua implementacao
macica nas décadas de 1950 e 1960 (Klein, 2014; Locht, 2018).

Nos EUA a incidéncia da coqueluche caiu quase 99% nos anos 80 e
o medo da doenca se transformou no medo dos efeitos colaterais da vacina,
pois as vacinas DTP eram muito reatogénicas e a preocupacdo com a
seguranca cresceu. Uma elevada proporcdo de criancas experimentou
efeitos colaterais e os mais comuns foram febre, vermelhidéo e inchaco nos
membros, choro persistente, convulsdes febris e, ocasionalmente, episédios
hipoténicos-hiporresponsivos. Embora nenhum efeito tenha sido associado a
sequelas graves em longo prazo, esses eventos adversos contribuiram para
aumentar as preocupacdes do publico sobre a seguranca da vacina, ligando
a DTP com casos de sindrome da morte subita infantil (SIDS), asma ou
encefalopatias (Klein, 2014; Kuchar et al., 2016).

Esse fato fez com que na virada das décadas de 1970 e 1980, a
Suécia e 0 Japao suspendessem o0 programa de vacinagcdo contra
coqueluche por motivos de seguranca. Devido a falta de aprovacao dos pais

para a vacinagao, outros paises como o Reino Unido, Irlanda, Italia, Russia e
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Australia, observaram uma reducdo na taxa de cobertura da imunizacdo
(Klein, 2014). Essa atitude levou a consequéncias que foram observadas
entre 1978 e 1982 no Reino Unido com a ocorréncia de dois surtos de
coqueluche e no Japdo em 1979 com o aumento no numero de casos
(Kuchar et al., 2016). Por outro lado, a vacinacéo controlou a coqueluche na
Hungria, na Polbdnia, na antiga Alemanha Oriental e nos EUA (Gangarosa et
al., 1998).

Os movimentos anti-vacinais porém, tiveram alguns efeitos
benéficos demonstrando a necessidade do desenvolvimento de uma vacina
nova e melhor tolerada (Gangarosa et al., 1998). As idéias mais promissoras
se basearam no desenvolvimento de uma vacina acelular, contendo alguns
antigenos de B. pertussis em vez de toda a bactéria morta (Kuchar et al.,
2016).

A primeira vacina acelular (aP) foi desenvolvida no Japdo em 1981,
e gradualmente se tornaram o tipo predominante usado nos paises
industrializados. Estas vacinas contém um ou mais dos seguintes antigenos
purificados: PT, FHA, PRN e FIM tipos 2 e 3 e diferem (i) no niumero de
componentes (somente PT), (PT e FHA), (PT, FHA e PRN) ou (PT, FHA,
PRN e FIM tipos 2 e 3), (ii) ha concentracdo dos componentes do antigeno,
(iii) no clone bacteriano usado na producdao, (iv) nos métodos de purificacéo
e desintoxicacdo e (v) nos adjuvantes e conservantes (tiomersal e
fenoxietanol) (WHO, 2015).

Durante a década de 1990, diversos paises conduziram numerosos
testes de eficacia com a vacina combinada contra difteria, tétano e pertussis
acelular (DTaP). O uso desta vacina tornou-se comum nos EUA e, em 1992,
o Comité Consultivo em Préticas de Imunizagdes (ACIP) recomendou que a
DTaP substituisse as duas ultimas doses (42 e 52 doses do esquema de
imunizacdo) de DTP em criangas com mais de 15 meses de idade. Em 1997,

a recomendacao se estendeu para 0 uso exclusivo da vacina DTaP no
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calendario de imunizacdo e, em 2006, uma dose de reforco de toxdide
tetanico, toxodide diftérico reduzido e coqueluche acelular (Tdap) foi indicada

para todos os adolescentes (Kuchar et al., 2016).

No Brasil, os calendarios de vacinacdo sdo normatizados por meio
de Portaria do Ministério da Saude, conforme determina o Decreto namero
(n°) 78.231, de 12 de agosto de 1976 (Brasilia, 1976) que dispde sobre a
organizacdo das acOes de Vigilancia Epidemiolégica e do PNI, como
também estabelece normas relativas a notificagdo compulséria de doencas
(Ministério da Saude, 2015).

Em 1977, o primeiro Calendario Nacional de Vacinacdo normatizou a
obrigatoriedade das vacinas do Bacilo Calmette Guerin (BCG), Vacina Oral
da Poliomielite (VOP), vacina DTP e a vacina contra sarampo, no primeiro

ano de vida da crianca (Ministério da Saude, 2015).

A vacina DTP pode estar associada a outras vacinas, chamadas
vacinas combinadas, como a tetravalente (tetra) vacina adsorvida contra
difteria, tétano, pertussis e Haemophilus influenzae tipo b (conjugada), e a
pentavalente (penta) vacina adsorvida contra difteria, tétano, pertussis,
hepatite B (recombinante) e Haemophilus influenzae tipo b (conjugada)
(Oliveira et al., 2017).

A vacina pentavalente foi introduzida na rotina de servigos a partir de
2012, indicada em trés doses, aos dois, quatro e seis meses de idade, e dois
reforcos com a vacina DTP, o primeiro aos 15 meses e o ultimo entre quatro

e seis anos de idade (Ministério da Saude, 2015).
A vacina DTPa (acelular) estd disponibilizada nos Centros de

Referéncias para Imunobiolégicos Especiais (CRIE) e é recomendada nas

seguintes situacoes:
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» criangas que apoOs o recebimento de qualquer uma das doses da
vacina DTP, Tetra ou Penta apresentem o0s seguintes eventos
adversos: convulsdes nas primeiras 72 horas; episodio hipoténico-
hiporresponsivo nas primeiras 48 horas;

» apresentem doenca pulmonar ou cardiaca, cronicas, com risco de
descompensacéo em vigéncia de febre;

» doencas neurologicas crénicas incapacitantes;

» doenca convulsiva cronica (Ministério da Saude, 2014a).

Desde 2010, observou-se em diversos paises, um aumento no
namero de infec¢cdo em criancas menores de seis meses com o0 esquema de
imunizacdo incompleto e de maior gravidade nos menores de dois meses,
sem nenhuma protecéo (Ministério da Saude, 2014b). Varias estratégias de
vacinacdo foram sugeridas, dentre elas a estratégia cocooning e a
imunizacao materna. A estratégia cocooning refere-se a vacinagédo de todos
0S contatos proximos de recém-nascidos e lactentes, entre eles maes, pais,
avos, irméos, cuidadores e profissionais de saude. O cocooning € uma
estratégia dificil de implementar e de impacto limitado, uma vez que um
programa bem-sucedido implica em uma ampla cobertura de vacinacéo
entre todos os possiveis contatos do lactente, a fim de alcancar um impacto
significativo sobre a coqueluche infantil grave (Safadi, 2015; Fedele e
Stefanelli, 2017).

A vacinacdo de gestantes € uma estratégia proposta para aumentar
os titulos de anticorpos maternos e, consequentemente, neonatais. Essa
estratégia foi aprovada pela OMS e diversos 6rgaos como ACIP dos EUA, o
Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas, a Academia Americana
de Pediatras dos EUA e no Brasil pelo Comité Técnico Assessor em
Imunizacbes (CTAI) do PNI. A recomendacdo destas instituicbes é a
vacinacdo de todas as gestantes com a vacina acelular dTpa, a partir da
vigésima sétima semana (27%) até a trigésima sexta semana (36% de

gestacdo, a fim de reduzir a morbidade e mortalidade em criangas com
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menos de seis meses de idade. A dTpa deve ser administrada a cada
gestacdo pois os anticorpos tem curta duracdo e a vacinagdo durante uma
gravidez ndo mantera alto o nivel de anticorpos protetores em outras

gestacdes (Ministério da Saude, 2014b).

Paises como Costa Rica, México, Paraguai, Argentina, Chile,
Uruguai, Estados Unidos, Alemanha, Franca, Holanda, Reino Unido ja
recomendam o seu uso desde 2012 (Safadi, 2015). O Ministério da Saude
do Brasil incluiu a vacinacdo das gestantes no Calendario Nacional de
Vacinagcdo em novembro de 2014, seguindo o protocolo da administracéo da
dTpa determinado pela OMS até 2017, quando passa a disponibilizar a
vacina para as gestantes a partir da 202 semana de gestacdo. As mulheres
que perderam a oportunidade de serem vacinadas durante a gestacao,
devem receber uma dose de dTpa no puerpério 0 mais rapidamente
possivel. A transferéncia dos anticorpos da mae para o feto, diminui a
possibilidade que eles contraiam a doenca até que completem o esquema
de vacinagcdo com a pentavalente, aos seis meses de idade, além do
beneficio adicional de proteger a méde contra a doenca (Safadi, 2015;
Ministério da Saude, 2016).

Além da vacinacdo em gestantes para a protecdo dos menores de
seis meses, é de fundamental importancia a vacinacdo dos profissionais de
saude que atuam em maternidades e em unidades de internagdo neonatal
atendendo recém-nascidos e criancas menores de um ano de idade, como
também para médicos anestesistas, ginecologistas, obstetras e pediatras
(Oliveira et al., 2017).

Apesar da disponibilidade de vacinas seguras e eficazes contra
coqueluche ha mais de 50 anos em muitos paises, observam-se o0s ciclos
epidémicos da doenca a cada 3-5 anos sugerindo que, embora a doenca
tenha diminuido, a transmisséo de B. pertussis ndo esta sendo controlada
(Sealey et al., 2016; Fedele e Stefanelli, 2017).
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Estudos recentes indicam que o ressurgimento da coqueluche
ocorra devido a diminuicdo da imunidade induzida pela vacina. Sabe-se que
a duracdo da imunidade contra a coqueluche nao é permanente e estima-se
que, apos infeccdo natural ou vacinacdo, a duracdo seja de
aproximadamente sete a 20 anos e quatro a 12 anos, respectivamente. Em
comparacdo com uma infeccdo natural, a duracdo da protecdo apos a
vacinacao parece ser menor, principalmente apds a vacinacdo com vacinas
acelulares que substituiram as vacinas de células inteiras na maioria dos
paises industrializados desde a década de 1990. A protecéo oferecida pelas
vacinas aP parece ser menos duradoura do que se pensava anteriormente,
levantando a possibilidade de que a mudanca das vacinas possa ter

agravado o problema da coqueluche (Chen e He, 2017).

Com a imunidade reduzida pelas vacinas aP, houve um aumento
acentuado na incidéncia de coqueluche na faixa etaria de sete a 11 anos,
enquanto que a vacinacdo com wP confere protecdo a esse grupo. Além
disso, a imunidade induzida por aP mesmo protegendo da doencga, parece
ndo impedir a colonizacdo e / ou a transmissdo de B. pertussis. As
descobertas feitas usando modelos de infeccdo e modelagem matematica
de primatas ndo humanos, sugerem que a transmissao assintomatica ocorra,
apoiando a hipbétese de que essa transmissdo € um dos principais
impulsionadores do ressurgimento da coqueluche em populacdes altamente

vacinadas (Sealey et al., 2016; Fedele e Stefanelli, 2017).

A hipotese de que as vacinas acelulares protegem contra a doenca,
mas ndo contra a colonizagdo, parece ser devido as menores respostas T
helper tipo 1 e tipo 17 (Thl / Th17) (Chen & He, 2017). Tanto as vacinas
celulares quanto as acelulares sdo capazes de gerar altos niveis de
anticorpos para os componentes bacterianos, mas somente as vacinas de
células inteiras ativam eficientemente as células Thl, que geram uma

resposta efetiva do interferon y (IFN-y), levando a ativacdo de células

fagociticas que eliminam a infeccdo por B. pertussis (Smallridge et al., 2014).
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As respostas de Th17 sao eficientes apos infeccao natural e vacinacdo com
wP conferindo imunidade & mucosa, desempenhando um papel importante

na protecédo contra a coqueluche (Gill et al., 2017; Locht, 2018).

As vacinas acelulares parecem induzir uma resposta imune
predominantemente Th2 caracterizada pela secrecdo de interleucina 4 e
uma forte resposta de anticorpos (principalmente imunoglobulina E - IgE),
nao sendo esperado interferéncia com os patdgenos nas superficies das
mucosas. No entanto, também foi observada uma resposta Thl ou Th1/Th2
mista apds a vacinacao contra coqueluche acelular com trés componentes.
Foi demonstrado que a resposta imune Th2 ndo é tdo eficaz quanto a
resposta Th1/Th1l7 podendo explicar a menor prote¢cdo em longo prazo das
vacinas acelulares (Smallridge et al., 2014; Kilgore et al., 2016; Chen e He,
2017; Gill et al., 2017).

Apos o uso universal da vacinagdo contra coqueluche, houve uma
pressao seletiva nas populacdes circulantes de B. pertussis, que no primeiro
momento tiveram que evoluir em resposta as vacinas de células inteiras e,
entdo, as vacinas acelulares (Bouchez et al., 2015). Muitos paises relataram
divergéncia antigénica das cepas circulantes em relacdo as cepas vacinais,
com diversos estudos realizados mostrando variacbes alélicas em B.

pertussis que evoluiram ao longo dos anos (Locht, 2018).

As alteracbes nas cepas circulantes de B. pertussis foram
observadas em regides genéticas de relevancia antigénica, como na prn (18
alelos), codificando a proteina pertactina, o promotor do operon da toxina
pertussis ptxP (20 alelos) codificador da toxina pertussis, ptxA (11 alelos)
codificando a subunidade 1 (S1) da PT, fim2 (dois alelos) e fim3 (seis
alelos), codificando as proteinas fimbriais Fim2 e Fim3, respectivamente.
Apesar disso, essas alteracdes nao afetaram a eficacia das vacinas de

células inteiras (Bouchez et al., 2015).
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Na era pré-vacinal, os alelos prnl, ptxA2, ptxP1 foram
predominantes, no entanto, nos anos 80, 20 a 30 anos apos a introducdo da
vacinagdo com células inteiras, as cepas prnl foram substituidas pelas
cepas prn2 e prn3. Como a maioria das vacinas contém prnl, sugeriu-se que
0 surgimento de prn2 e prn3 foi orientado pela vacinacdo. De acordo com
essa hipotese, verificou-se que uma vacina de célula inteira contendo prnl
foi menos eficaz contra cepas de prn2 em comparagdo com cepas de prnl
em um modelo de camundongo. As cepas de prn2 agora predominam na
maioria das populacdes vacinadas (van Gent et al., 2011; Bouchez et al.,
2015).

Enquanto as evolucBes genéticas mais observaveis na era da vacina
wP foram as variacdes alélicas e antigénicas, a aparicdo de cepas de B.
pertussis deficientes em pertactina foi um fendmeno associado ao uso de
vacinas acelulares predominando em varios paises nos quais essas vacinas
tém sido usadas por muitos anos. Esse fenbmeno ndo tem sido observado
em paises como Polbnia, Sérvia e Tunisia, onde as vacinas de células
inteiras estado ainda em uso (Mooi et al., 2015; Vodzak et al., 2017; Ben Fraj
et al, 2019), como também nenhum isolado deficiente em pertactina foi
detectado na Dinamarca, onde a vacina acelular utilizada ndo contém o

componente pertactina (Hiramatsu et al., 2017).

O rapido aumento de cepas de B. pertussis deficientes em pertactina
observado em varios paises como Finlandia, Suécia, Estados Unidos, Japéo
e Australia, combinado com a evidéncia de que varias mutagdes (insercdes
de 1S481 em multiplos locais, codons de terminacdo e delecbes) podem
resultar na falta da pertactina, sugerem que essa deficiéncia possa conferir
uma vantagem seletiva a bactéria, beneficiando-a especialmente entre uma
populacdo altamente imunizada (Souder e Long, 2015; Breakwell et al.,
2016).
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A pertactina desempenha um importante papel na aderéncia de B.
pertussis as células epiteliais humanas; entretanto, estudos em
camundongos imunizados com vacina acelular demonstraram que cepas
deficientes em pertactina poderiam colonizar o trato respiratério mais
efetivamente do que cepas produtoras de pertactina, sugerindo que as
pessoas vacinadas com aP s&o mais suscetiveis a cepas deficientes em
pertactina do que as cepas produtoras de pertactina (Martin et al., 2015;
Hiramatsu et al., 2017).

A deficiéncia de pertactina também pode facilitar a transmisséo, por
exemplo, camundongos vacinados com vacinas acelulares infectados com
cepas deficientes em pertactina sofreram infeccdées mais longas do que
agueles infectados com cepas que expressam pertactina. A deficiéncia de
pertactina pode resultar em melhor transmisséo, evitando as respostas
imunes induzidas pela vacina que sédo especificas da pertactina (Breakwell
et al., 2016). Esses relatos sugerem que cepas deficientes em pertactina tém
maior aptiddo em pessoas que foram vacinadas com aP e que sua expansao
pode reduzir a eficicia dessas vacinas (Hiramatsu et al., 2017). As cepas de
escape vacinal deficientes para a pertactina podem, portanto, emergir
rapidamente, pois tém uma forte vantagem seletiva em uma populacdo
imunizada com vacinas acelulares contendo este componente (He, 2016;
Locht, 2016; Locht, 2018).

A literatura sugere que as vacinas acelulares sdo responsaveis pelo
aparecimento e propagacdo de isolados deficientes em pertactina e até o
momento, ndo existem relatos de cepas pertactina deficientes em
populacdes vacinadas com vacina celular e, no Brasil, ndo existe nenhum

estudo sobre esses isolados.
No Brasil, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) € o Laboratério de Referéncia

Nacional para Coqueluche, sendo responsavel pelo diagnoéstico laboratorial

do agravo como também pelo desenvolvimento de pesquisas para
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caracterizar os isolados de B. pertussis circulantes no pais. Dessa maneira,
estudos que adicionem maior conhecimento da relagao entre o sucesso de
uma vacina e a variabilidade genética das cepas circulantes no pais poderéo

contribuir para o melhor entendimento da epidemiologia da coqueluche em
NOSSO meio.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Verificar a ocorréncia de isolados de B. pertussis deficientes em

pertactina no Brasil, no periodo de 2010 a 2016.

2.2. Objetivos Especificos

a. Determinar os sorotipos e perfis genéticos circulantes, dos isolados
de B. pertussis, pelas técnicas de sorotipagem e eletroforese em gel

por campo pulsado (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis - PFGE);

b. Realizar a triagem para a expressdo da proteina pertactina, dos
isolados de B. pertussis, por meio do Ensaio Imunoenzimético

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA);

c. Confirmar a triagem realizada por ELISA, por meio das técnicas da

reacao em cadeia da polimerase (PCR) e Immunoblotting;

d. Determinar possiveis alvos genéticos para a deficiéncia em pertactina

por meio do sequenciamento de Sanger.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do
Instituto Adolfo Lutz (IAL) em fevereiro de 2015 e pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEPIAL) do IAL em abril de 2015 sob o nuamero: 77G/2014
(CAAE: 42590415.8.0000.0059). O estudo obedeceu as recomendactes da

Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n° 466 de 2012.

3.1. Material
3.1.1. Isolados Bacterianos

A coqueluche é uma doenca de notificacdo compulséria no territorio
nacional desde 2000 e por esta razdo o Brasil consta de um sistema de
vigilancia sentinela no pais tendo como principal objetivo a triagem
adequada de casos, a partir de uma definicdo de caso suspeito e da
confirmacédo da doenca por critério laboratorial, por meio da coleta oportuna

da secrecédo da nasofaringe e realizacao da cultura.

O diagnostico laboratorial da coqueluche pela cultura é realizado no
Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz Central - Laboratério de
Referéncia Nacional para Coqueluche, nos doze Centros de Laboratérios
Regionais do IAL (CLRs) como também nos Laboratérios Centrais de Saude

Publica (LACENS), localizados nos Estados brasileiros.

Em razdo do IAL ser o Laboratério de Referéncia Nacional para
Coqueluche, todas as culturas provenientes da rotina diagnéstica dos CLRs
e LACENs, com resultados presuntivos de pertencerem ao género
Bordetella, sdo encaminhadas ao IAL para que se realizem as provas
bioguimicas para a identificacdo das espécies, a caracterizagdo primaria
pela determinacdo dos sorotipos, bem como a guarda e manutencdo dos

isolados por meio das técnicas de congelamento e / ou liofilizacéo.
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Assim, os isolados bacterianos selecionados para este estudo séo
provenientes da rotina diagndstica do IAL Central, CLRs e LACENs e
mantidos na colecdo de culturas do Nucleo de Doencas Entéricas e
Infeccbes por Patdgenos Especias (NDEI) - Centro de Bacteriologia e no
Nucleo de Cole¢do de Micro-organismos — Centro de Procedimentos
Interdisciplinares, do Instituto Adolfo Lutz Central.

O numero de amostras analisadas foi inicialmente calculado a partir
de um estudo piloto com 162 isolados de B. pertussis. O calculo amostral foi
realizado pela aproximagéo da distribuicdo binomial para a distribuicdo
normal, para uma proporcao esperada de isolados deficientes em pertactina.
O tamanho minimo amostral ajustado para uma populacdo finita foi

calculado utilizando as féormulas:

n= ZZ.Pgl-P) e N.n onde:
d? N+n

n = tamanho amostral minimo

z = 1,96 — valor da distribuicdo normal reduzida (intervalo de confianga desejado)
d = 1% — precisdo / margem de erro / limite de confianca

P = 1,23% — proporgédo esperada

N = 3.557 — ajuste por amostra finita

O tamanho minimo de isolados foi calculado em 413 de um universo
de 3.557 isolados provenientes das cinco regifes geograficas do Brasil entre
0s anos de 2010 a 2016.

Desta maneira, dos 3.557 isolados, determinou-se analisar 555, que
foram selecionados aleatoriamente respeitando as  distribuicbes
proporcionais segundo area geografica e ano calendario apresentados na
Tabela 2. Ano calendario e Unidade Federada que apresentaram numero
total de amostras igual a “zero” significa que aquela unidade naquele

determinado ano né&o isolou nenhuma B. pertussis. Ano calendario e
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Unidade Federada que apresentaram numero de amostras analisadas igual
a “zero” significam que o numero total de isolados analisados naquela regido

geografica, para aquele ano, ja estava representativo.
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Tabela 2. Isolados de B. pertussis, por Unidade Federada e ano, Brasil, 2010-2016.

2010

2011

2012

2013

2014

No

Regido FEdU‘:r fdas ?UF) , , , . . 20|15 20|16 aiﬂs; !:232 . ReTthlflildo
Analis Total | Analis Total | Analis Total | Analis Total | Analis Total | Analis Total | Analis Total
sul RioGrandedosul | 5 {11 | 2 {6 [ 4 {236 (3¢ 3 12 |0 :io0] 11 21 86
(n=129) |pParana 2 2|1 i3 | 0i4|2 11|13 73|6 3|00 42 208
(Total =894) | santa catarina 3 15 | 4 27| 4 139|210 t127| 17 {124 | 5 {76 |12} 12 66 510
] sao Paulo | 7 053 |19 1208 17 :336| 46 | 343 | 41 | 603 | 19 | 130 | 41 | 58 | 190 | 1731
(Snug‘;jtoe) Rio de Janeiro ofo|oiofoirfoliof1i |1l 3 4
(Total = 1.939) | Espirito Santo 0 0 0 0 0 11 1 1 0 0 0 0 0 0 1 12
Minas Gerais 1 o6 (1 2 6_| L 30 (2257 | 6 .. 44 | 5 .39 | 1010 [ _46__|__192 __
__________ Bahia | 4 i 4 | 0 i8 | 217|552 |5 5 |0io|0:o0 16 155
Nordeste |Alagoas 3 i3 |3i3|[0io0o]| 34|00 oo |00 9 10
(n=61) |Pernambuco oio | 1417 |4is57|8 3 |10:i15|4i19|2:3 29 135
(Total =308) | o aiba oioloio|loioloio|3ial|3iz]|loio 5 7
Ceara o:0|o0o:io0o|lo0oio0o]oio|o01:i o0 1 01|00 1 1
T Tocantins | 6_5"0"_6"5_5_"0"5_6"_6_5_0_"_0"5"0""1_5“1""0"5_6 _____ 1| 1
(r':'gf;‘;) Amapa 0 ! 0 0! 0 1 1 2 4 113 1110|010 0! 0 6 25
(Total = 40) |Acre 0oio|ofofoiofoio|4is |0io0of0io0 4 5
Rondonia 0 0 0 : 0 0 0 0 0 6 7 2 2 0 0 8 9
Centro-Oeste |Mato Grossodosul| 2 © 8 | 3 i 6 | 0 | 3 | 10 F 60 | 10 ’ 80 | 5 i3 | oo | 3 | 205
(n=106) |[Goias 0 0 0 0 0 2 2 8 0 0 3 6 0 0 5 16
(Total =376) | ictrito Federal 303|010 |15 15| 2324|2377 |5 2| 202 71 135
TOTAL N° 30 195 | 34 325 48 (708 | 171868 | 143 1.098| 60 376 | 69 | &7 (1225%) (ib%%)

n = nimero; analis = analisado
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3.2. Métodos

A reativacdo dos isolados, sorotipagem, eletroforese em gel por
campo pulsado - PFGE e reacdo em cadeia da polimerase - PCR foram
realizados no NDEI — Centro de Bacteriologia; o ensaio imunoenzimatico -
ELISA e a metodologia de imunoblotting no Centro de Imunologia e o
sequenciamento de Sanger no Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz

Central — Sao Paulo.

Abaixo segue a representacdo esqueméatica das metodologias

utilizadas no estudo, seguidas de suas descri¢cdes (Figura 6).

==

Triagem para detecgdo de isolados que nao Determinagao dos sorotipos e
expressam (negativos) a proteina pertactina perfis genéticos circulantes

T | [

PR

PCR
I?'?Iados Is‘?lados Confirmagédo dos isolados
positivos para negativos para |=—> negativos para pertactina
rtactina rtactina bertaching,
pertactina pertactina p
¢ Immunoblotting

L.

Determinagdo de possiveis alvos

genéticos para a deficiéncia

Sequenciamento
de Sanger

Figura 6. Fluxograma metodoldgico.
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3.2.1. Reativacao dos Isolados

Todos os isolados de B. pertussis utilizados para as técnicas de
PFGE, PCR, ELISA, imunoblotting e sequenciamento estavam congelados
ou liofilizados e foram reativados realizando semeadura em placas de agar
carvdo (Oxoid ™) suplementado com 10% de sangue de cavalo desfibrinado
e estéril, incubados a 35-37 °C, em atmosfera umida por um periodo de até

cinco dias.

3.2.2. Determinagéao dos perfis circulantes de B. pertussis

A caracterizacdo primaria e perfil epidemiologico dos isolados foram
realizados por meio das técnicas de sorotipagem (Pittman, 1974) e PFGE
(Advani et al., 2004).

3.2.2.1. Sorotipagem

A caracterizacdo antigénica ou sorotipagem é baseada na técnica de
macroaglutinacdo em lamina (Pittman, 1974) para a deteccdo do antigeno
somatico O1, confirmatorio para a espécie B. pertussis, pois se trata de um
antigeno espécie especifico, e para a deteccdo dos antigenos de estruturas
fimbriais Fim2 e Fim3, importantes na diferenciacdo dos isolados e deteccdo

de mudancas temporais na populacao de B. pertussis.

A sorotipagem é realizada de forma rotineira e, portanto, os 555
isolados foram sorotipados ao longo dos anos de estudo, como parte do

processo de identificacéo e confirmacdo da espécie.

Os antissoros foram produzidos no Laboratério de Referéncia
Nacional para Coqueluche - IAL, utilizando as cepas de referéncia de B.
pertussis (GL353, 360E, H36) recebidas do Laboratério de Referéncia da
Organizacdo Mundial da Saude para Pertussis — Universidade de
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Manchester, Inglaterra.

O preparo dos antigenos para a imunizagao de coelhos e a absorcao
para obtencdo dos antissoros foi realizada seguindo a técnica descrita por

Preston e Te Punga, 19509.

A técnica de macroaglutinacdo em lamina (placa de vidro
quadriculada, colocada sobre uma caixa munida de lampada (Caixa de
Huddleson)) foi realizada a partir da mistura de 20 pl de suspensao
bacteriana densa com aspecto leitoso, preparada em solucdo fisiologica
0,85% (0,85 g NaCl em 100 mL de agua destilada estéril) com um volume
igual do antissoro O1, do antissoro Fim2, do antissoro Fim3 e de solucéo
salina a 2% (2 g NaCl em 100 mL de agua destilada estéril) para o controle

da rugosidade das cepas (autoaglutinagéo).
A determinacao dos sorotipos de B. pertussis foi realizada de acordo

com Robinson et al., (1989) observando a presenca de aglutinagcdo com os

antigenos O1, Fim2 e Fim3 (Figura 7).

Solugio  Antissore Antissoro Antissoro
salinaa 2% o1 Fim2 Fim3

Isolado # 1 [_J [ J [ ]
\ | Isolado # 2 [ ] [ ) [ ]
: —)
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]
wancoss | [ || )| )
o | ()| DD

Figura 7. Representacédo esquematica da sorotipagem de B. pertussis.
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Quando nenhuma reacdao foi detectada com os antigenos fimbriais, o
sorotipo foi definido como né&o tipavel. De acordo com a expresséo destes
antigenos, os sorotipos de B. pertussis sao designados:

% Sorotipo 1,2: quando o antigeno somatico Ol esta associado a

presenca do antigeno fimbrial Fim2;

< Sorotipo 1,3: quando o antigeno somatico Ol esta associado a

presenca do antigeno fimbrial Fim3;

< Sorotipo 1,2,3: quando o antigeno somético Ol esta associado a

presenca dos antigenos fimbriais Fim2 + Fim3.

3.2.2.2. Eletroforese em gel por campo pulsado - Pulsed-Field Gel
Eletrophoresis, PFGE

A PFGE é considerada uma metodologia de referéncia para estudos
epidemioldgicos da coqueluche por apresentar um alto poder discriminatorio,
capaz de monitorar diferencas genéticas entre isolados de B. pertussis ao

longo do tempo.

Seguiu-se 0 método de PFGE? descrito por Advani et al., (2004),
utiizando a enzima de restricdo Xbal (Xanthomonas badrii) (Promega
Corporation, Madison, USA) com poucas modificacdes. Foram analisados
511 isolados dentre os 555 estudados, pois 44 deles ndo foram viaveis ap0s

duas tentativas de reativagéo.

A eletroforese foi realizada em aparelho CHEFF DR Il (Bio-Rad,
USA) a 6 v/ cm, 14 °C, por 24 h dividido em dois blocos sendo: pulso inicial
de 5 segundos (seq) e final de 6 seg por 11 h (bloco 01) e pulso inicial de 8
seg e final de 35 seg por 13 h (bloco 02).

2, Metodologia na integra pode ser consultada no Anexo 2.
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A andlise do perfil de bandas foi realizada utilizando-se o programa
BioNumerics versédo 7.1 (AppliedMaths, Keistraat, Belgium) para a
construcdo do dendrograma de similaridade genética pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com base no padréo
de bandas do DNA de Salmonella Branderup (H9812) como padrdo de

normalizacgé&o.

3.2.3. Deteccéo da expressao da proteina pertactina

Foram realizados trés métodos para a deteccdo da proteina
pertactina, sendo: o ensaio de ELISA (Martin et al, 2015) como método de
triagem inicial e a PCR (Pawloski et al., 2014) e immunoblotting (Green e

Sambrook, 2012) como métodos confirmatorios.

3.2.3.1. Ensaio Imunoenzimatico - Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELISA

Todos os 555 isolados foram submetidos a técnica de ELISA
sanduiche para triagem da expressao da proteina pertactina, realizada de
acordo com a metodologia descrita por Martin et al, (2015). Como controles
padrées de referéncia positivos para pertactina foram utilizadas as cepas
H921 e H936 e como controles negativos para pertactina as cepas H920 e
H939, fornecidos gentilmente pela Dra. Maria Lucia Tondella, do Laboratério
de Pertussis e Difteria do Centers for Disease Control and Prevention,
(CDC), Atlanta, GA, USA.

A partir do crescimento bacteriano foi preparada uma suspensao em
2 ml de PBS (solucéo salina-fosfatada tamponada) 0,01M pH 7,2, e a
concentracéo ajustada a densidade optica (DO) de 1,6-1,9 (comprimento de
onda de 620 nm). Apds ajuste, as suspensdes bacterianas foram inativadas

com 20 pl de formalina e estocadas a 4 °C até a realizagao da técnica.
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As microplacas foram sensibilizadas com 100 pl das suspensdes
bacterianas diluidas 1:2 em PBS 0,01 M pH 7,2 e incubadas por um periodo
de 18-20 h a 37 °C. ApOs esse periodo as placas foram lavadas trés vezes
utilizando lavador automatico de microplacas (Seac, Radim, Inc. Company) e
em seguida 100 pl do soro de carneiro anti 69 kDa (Pertactina) de Bordetella
pertussis (PRN) (National Institute for Biological Standards and Control,
PRN/NIBSC n° catalogo 97/558) diluido em tampéo de ensaio (PBS 0,01M
pH7,4, BSA 4%,Tween 20 0,05%) em diluicdo 1:40.000, foi adicionado em
toda a placa e incubado por 1h a 37°C. Em seguida o conjugado-Peroxidase
anti 1gG carneiro (H+L) (KPL, Gaithersburg, Maryland) diluido 1:2000 foi
adicionado a reacao e incubado por 1h a 37 °C. A placa foi hovamente
submetida ao processo de lavagem e a solucdo de cromdégeno TMB-
tetrametilbenzidina (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.) colocada em
toda a placa e incubada em temperatura ambiente por 10 min. A reacao foi

interrompida com a adicdo de &cido cloridrico 1N.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro para microplacas
(Sunrise, Tecan, Switzerland) em comprimento de onda de 450 nm,
utilizando o software Magellan 6.2. Todas as leituras foram realizadas em

triplicata e a média das leituras da DO de cada amostra foi calculada.

Os isolados que expressaram a proteina pertactina (positivos)
apresentaram valores de DO na faixa de 0,6 - 2,5 enquanto os isolados
deficientes em pertactina (negativos) apresentaram valores de DO entre 0,2

—0,5. Os controles da reacgao (apenas PBS) apresentaram DO < 0,06.
3.2.3.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase - PCR
Apos a triagem por ELISA, os isolados que obtiveram resultados

negativos ou deficientes para pertactina, foram submetidos a PCR para

confirmacgéo.

65



O procedimento foi realizado de acordo com o descrito por Pawloski
et al.,, (2014) para detectar a insercdo de 1S481 dentro do gene prn nas

regides 3" e 5” e identificar mutacdo na regido promotora deste gene.

A extragdo dos DNAs foi realizada a partir de suspensodes
bacterianas feitas em 1 ml de solucdo fisiologica 0,85% inativadas em

termobloco a 99 °C por 30 min.

Apbs esse periodo as suspensdes foram centrifugadas a 15.000 x g
(rcf) por 10 minutos e ent&do os sobrenadantes foram retirados e estocados a

4 °C até serem usados para PCR.

A PCR foi realizada a partir da combinacéo dos iniciadores (primers)
BF, BR, PRN-F, PRN-R, PRN-P-F e PRN-P-R (senso, F e anti-senso R)

(Tabela 3) em trés reacdes distintas descritas abaixo:

+ Reacao 1: BF + PRN-R : Captura o a sequéncia de insercao 1S481 na
regido 3° (Tamanho do fragmento esperado: 1,4 Kb para tipo
selvagem; 2,4 Kb para mutante).

+ Reacao 2: PRN-F + BR : Captura o0 a sequéncia de insercao 1S481 na
regido 5° (Tamanho do fragmento esperado: 2,2 Kb para tipo
selvagem; 3,2 Kb para mutante).

% Reacado 3: PRN-P-F + PRN-P-R : Engloba a regido do promotor e

capta a mutacdo de inversédo (Tamanho do fragmento esperado: 450
pb para tipo selvagem; 0,7 Kb para mutante).
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para as reacdes de PCR.

Posicdo na cepa

Iniciador  Sequéncia de nucleotideos 5'- 3 Tohamzlperw*relagéo Fonte

BF AGC TGG GCG GTT CAA GGT 1,398 a 1,415 Mooi et al., 1998

BR CGG ATT CAG GCG CAACTC 1,915a 1,932 Mooi et al.,1998
PRN-F CGTACTTTT GCT GCG CCC AT -79 a -60 Otsuka et al., 2012
PRN-R CCA AGC TCC AGG AAAACCTC 2,761 a 2,780 Otsuka et al., 2012
PRN.p.E  TGC CAA GAC GGT ATC TGT -331a-314 Pawloski et al., 2014
PRN-P-R GAC TGG TTG TTC CAG TCG 102 a 119 Pawloski et al., 2014

PRN / prn = pertactina;

*prn encontra-se na regiéo entre os nucleotideos 1.098.091 e 1.100.823 do genoma completo da cepa

de referéncia Tohama | (nUmero de acesso do GenBank NC_002929.2).

Em cada uma das reacdes foi utilizado um volume total de 25 ul para

todas as amostras, composta de 12,5 pyl de HotStarTag® Master Mix Kit
(QIAGEN), 0,5 ul de cada iniciador (F e R) a 100 uM, 2 pyl de DMSO (dimetil
sulféxido) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 7 pl de agua grau PCR

(Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind) adicionados de 2,5 pyl de DNA

bacteriano.

As ciclagens foram realizadas no termociclador Veriti Thermal

Cycler (Applied Biosystems) como se segue:

Denaturacéo Inicial:

30 ciclos:

Extensao final:

Conservagao:

95 °C/ 15 min

95 °C/ 30 seg - Denaturacgéo
55 °C/ 30 seg - Anelamento
72 °C/ 2,5 min - Extenséo
72 °C/ 5 min

4°C
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Os produtos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética
em gel de agarose a 2% em tampao TBE 0,5X (Tampao Tris-Borato EDTA),

a 80 volts por 1 hora e 30 minutos.

A visualizagdo dos produtos foi realizada por meio de Sistema de
Fotodocumentacdo e os resultados interpretados de acordo com o0s

respectivos tamanhos de fragmentos descritos nas reacdes 1, 2 e 3.

Os controles positivos e negativos das reacoes (cepas H921/H936 e
H920/H939, respectivamente) bem como todos os conjuntos de iniciadores
foram fornecidos gentilmente pela Dra. Maria Lucia Tondella — CDC/ Atlanta.

3.2.3.3. Immunoblotting

Os isolados que foram triados como deficientes para pertactina pelo
ensaio de ELISA foram testados por immunobloting como mais um teste

confirmatoério dos resultados.

A metodologia foi realizada segundo Green e Sambrook (2012) com

algumas modificagcbes a seguir.

A partir do crescimento confluente, os isolados de B. pertussis foram
cuidadosamente colhidos da superficie do agar e ressuspendidos em 1 ml
de PBS 0,01M pH 7,2, e a concentracdo ajustada a DO de 04

(comprimento de onda de 540 nm).
As suspensoOes foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 min a
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram desprezados e o0s

sedimentos foram coletados em 50 ul de PBS 0,01M pH 7,2.

A concentracdo proteica das suspensodes foi determinada utilizando

0 equipamento NanoDrop® 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
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Scientific Inc., NY, EUA), absorbancia a 280 nm, obtendo um valor médio
para cada suspensao a partir de trés medicoes.

As concentracdes foram ajustadas para 50 pg de proteina em um
volume total de 20 pl de PBS 0,01M pH 7,2. As suspensdes foram diluidas
(1:2) em tampao da amostra SDS PAGE (Trizma 60mM, pH 6,8 contendo
glicerol 25% (v/v) e azul de bromofenol 0,1% em agua milliQ) e solubilizados

por aquecimento a 100 °C por 10 min em termobloco.

A eletroforese de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis - PAGE) foi realizada seguindo a técnica de Laemmli, 1970.

Utilizou-se um gel de empilhamento de 5% e um gel de separacéo de 12%.

Apbés a eletroforese em gel de poliacrilamida, as proteinas
fracionadas foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose
utiizando um sistema de transferéncia semi-seco. A eficiéncia da
transferéncia proteica foi avaliada por coloragdo da membrana com Ponceau
S (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

A membrana de nitrocelulose foi descorada por quatro vezes com
agua destilada (5 min cada lavagem) e incubada, sob agitacdo, com solucéo
bloqueadora (Tris-HCI 1,6 mM, NaCl 153,9 mM, pH 7,5, contendo leite
desnatado a 5% (p/v) ) durante 2 h a temperatura ambiente. Apds desprezar
a solucéo bloqueadora e quatro lavagens (5 min cada) com TBS (Tris-salina)
pH 7,5 com 0,05% de Tween 20 (TBST - Tris10mM, NaCl 0,9%,Tween20
0,05%), foi adicionado soro de carneiro anti 69 kDa (Pertactina) de
Bordetella pertussis (PRN) (NIBSC 97/558, EUA) (1:1000 em solucéao
bloqueadora a 1%) e a membrana foi incubada por 18 h a 4 °C. Apds esse
periodo, nova sequéncia de quatro lavagens (TBS pH 7,5 com 0,05% de
Tween 20 (TBST) foi realizada e foi adicionado o conjugado-peroxidase anti
IgG (Imunoglobulina G) de carneiro (H+L) (1: 2000 em solucéo bloqueadora
a 1%) (KPL 14-23-06, MA, EUA) por 1h a temperatura ambiente e protegido
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da luz. ApoOs seis novas lavagens com o mesmo tampdo citado
anteriormente, a membrana foi incubada com a solucdo cromégena (4-
cloro-1-naftol 16 mM em metanol a 0,2% misturado com peroxido de

hidrogénio diluido em TBS pH 7,5 a uma concentracao final de 0,025%).

A reacado foi interrompida com &agua destilada, lavando-se quatro
vezes, sendo a membrana seca entre folhas de papel de filtro e guardada

para documentacao dos resultados.

Para confirmacdo dos resultados, o ensaio de immunoblotting foi

realizado em duplicata para cada amostra testada.

Foram utilizados como controles positivos e negativos da reagao as
cepas H921/H936 e H920/H939, respectivamente, cedidas gentilmente pela
Dra. Maria Lucia Tondella — CDC/Atlanta.

Os isolados que apresentaram bandas de peso molecular igual a 69
kDa foram consideradas positivos ou seja, detectaram anticorpos anti
proteina pertactina, enquanto aqueles que ndo apresentaram nenhuma
banda visivel foram considerados negativos ou deficientes em pertactina,

isto €, ndo detectaram anticorpos anti proteina pertactina.

3.2.4. Verificacdo de possiveis alvos genéticos para a deficiéncia de
pertactina

3.2.4.1 Sequenciamento de Sanger
O sequenciamento de Sanger foi realizado para a verificacdo de
possiveis alvos genéticos relacionadas a deficiéncia da pertactina, naqueles

isolados que foram triados como deficientes pela metodologia de ELISA.

O sequenciamento foi realizado a partir do produto da reacédo da
PCR (PRN-F + BR) que engloba a regido promotora e as regifes 1 e 2
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(regibes de maior polimorfismo) do gene da pertactina, (Figura 8) conforme
protocolo utilizado pelo CDC (Bowden, 2015).

Regido Promotora "‘Gé'p S0,

Figura 8. Gene da pertactina e respectiva posi¢cdo dos iniciadores utilizados

para reagcdo de sequenciamento.

3.2.4.1.1. Purificagéo do produto de PCR

O produto da PCR foi purificado pelo método de ExoSAP-IT (Applied
Biosystems), adicionando-se 6 pl de ExoSAP-IT em 15 pl do produto
amplificado e incubacdo em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems) nas seguintes condicfes: 37 °C por 15 min, 80 °C por 15 min e

armazenamento a 4 °C até o momento do uso.

3.2.4.1.2. Reagao de sequenciamento com o BigDye Terminator v3.1

A partir do produto amplificado e purificado foi feita uma nova reacéo
de PCR, utilizando-se o BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). A reacdo foi realizada em um volume total de 20 pl
composta de 7 pl de agua grau PCR (Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind) 4
ul do tamp&o do Big Dye®, 1 pl de Big Dye® e 5 ul dos iniciadores F ou R
(concentracao inicial 0,62 uM) e 3 pl da amostra purificada. Os iniciadores
utilizados nesta etapa estéo descritos na tabela 4 e demonstrados na figura
8.
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Tabela 4. Iniciadores utilizados para as reacdes de sequenciamento.

Posicao na cepa
Tohama | em relacédo Fonte
ao codon de
iniciacdo da prn*

Iniciador Sequéncia de nucleotideos 5°- 3°

BF AGC TGG GCG GTT CAA GGT 1,398 a 1,415 Mooi et al.,1998

BR CGG ATT CAG GCG CAACTC 1,915a 1,932 Mooi et al.,1998

AF GCC AAT GTC ACG GTCC AA 505 a 522 Mooi et al.,1998

AR GCA AGG TGA TCG ACA GGG 1,073 a 1,090 Mooi et al.,1998
PRN-F CGT ACT TTT GCT GCG CCC AT -79 a- 60 Otsuka et al., 2012
1627R TAT CGACCTTGC CGTCCTT 1,627 a 1,645 Pawloski et al., 2014

PRN / prn = pertactina (numero de acesso do GenBank AJ006158.1 )
*prn encontra-se na regiéo entre os nucleotideos 1.098.091 e 1.100.823 do genoma completo da cepa
de referéncia Tohama | (nUmero de acesso do GenBank NC_002929.2).

As reacdes foram feitas em placa de 96 pocos e as ciclagens foram
realizadas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems)

como se segue:

96 °C/ 10 seg - Denaturagéo
25 ciclos: 52 °C/ 5 seg - Anelamento
60 °C/ 4 min - Extenséo

Conservagéao: 4 °C

3.2.4.1.3. Purificacdo do produto do Big Dye®

A partir da placa com a reacdo com o Big Dye® foi realizada a
purificagcdo do produto adicionando-se 80 pl da solucdo de acetato de sédio
e etanol (3M NaOAc, pH 5,3 / 95% etoh) e incubacdo em temperatura
ambiente por 15 min. Seguiu-se de centrifugacao por 45 min (4 °C, 2000 xg),
retirou-se o excesso de sobrenadante e centrifugou-se a placa invertida em

papel filtro por 1 min a 4 °C 500 xg. Foi adicionado a placa 150 pl de etanol
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70% e centrifugou-se por 10 min a 4 °C 2000 xg, com nova retirada do
sobrenadante e centrifugacdo invertida. A placa foi mantida por 5 min a
temperatura ambiente e entdo foi coberta em papel aluminio e armazenada

a -20 °C até o momento do sequenciamento.

3.2.4.1.4. Sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram feitas pelo método de Sanger
no equipamento Sequenciador Automatico Applied 3010 XL (Applied
Biosystems) segundo as instrugbes do fabricante. Todos os conjuntos de
iniciadores utilizados para o sequenciamento foram cedidos gentilmente pela
Dra. Maria Lucia Tondella — CDC / Atlanta.

As andlises das sequéncias para o gene da pertactina foram
realizadas com auxilio dos pacotes de programas de analise de sequéncias
DNAstar - Segmanll e BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor
Platform). As sequéncias foram comparadas aquelas depositadas no banco
de sequéncias GenBank (National Center for Biotechnology Information -

NCBI) (numeros de acesso disponiveis na tabela 5).

Tabela 5. NUmero de acesso - GenBank e variantes alélicos do gene pertactina

de B. pertussis.

Variantes Variantes

alélicos de prn Nimero de Acesso alélicos de prn Nimero de Acesso
prnl AJO011091.1 prn10 AJ784875.1
prn2 AJ011092.1 prnll AJ507642.1
prn3 AJ011093.1 prni2 AB278117.1
prn4 AJ011015.1 prni3 EF486277.1
prn5 AJ011016.1 prnl4 HQ165753.1 (parcial)
prné AJ132095.1 prnls KX778732.1
prn7 AJ133784.1 prnl6 KC981248.1
prn8 AJ133245.1 prnl7 KC981249.1
prn9 AJ315611.1 prni8 KX778733.1

prn = pertactina
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacao dos perfis circulantes de B. pertussis

4.1.1. Sorotipagem

Todos os 555 isolados de B. pertussis testados foram positivos para

o antigeno O1, espécie-especifico, confirmando a identificacdo da espécie.

Cento e noventa e dois isolados foram caracterizados como sorotipo
Fim2,3; 182 como sorotipo Fim2; 175 como Fim3, e seis isolados foram néo

tipaveis.

Pode-se observar que a dominancia de cada sorotipo variou ao
longo do tempo. No periodo entre 2010 a 2012 houve predominio do
sorotipo Fim3, que foi gradativamente substituido pelo sorotipo Fim2
predominando no ano de 2014. Nos anos de 2015 e 2016 houve novamente
uma substituicdo do sorotipo predominante, prevalecendo o sorotipo Fim2,3
em aproximadamente 75% dos isolados em relacdo aos outros sorotipos
(Grafico 3).
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Grafico 3. Sorotipos circulantes entre os 555 isolados de B. pertussis
estudados no Brasil, 2010 a 2016.
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Quando se analisa 0s sorotipos separadamente pelas regides
geograficas do pais, pode-se observar a predominancia do sorotipo Fim3 na
regido nordeste, do sorotipo Fim2 na regido sul e do sorotipo Fim2,3 na
regido norte. Na regido centro-oeste os sorotipos Fim2 e Fim3 tiveram igual
predominio enquanto na regido sudeste os trés sorotipos circularam de

maneira homogénea, com discreto predominio do sorotipo Fim3 (Gréfico 4).
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Grafico 4. Distribuicao dos sorotipos de B. pertussis por regides geograficas
do Brasil.

Nos graficos a seguir (Graficos 5,6,7 e 8) podemos observar a
substituicdo dos sorotipos ao longo dos anos estudados, nas diversas
regides do pais. O sorotipo Fim3 teve total predominio em todas as regides
nos anos de 2010 e 2011, com excecdo da regido Norte que ndo houve
isolados estudados nesses anos. Esse predominio se manteve nas regidoes
Centro-Oeste, Norte e Nordeste até o ano de 2013.



Na regido Sul (Gréfico 5), a partir de 2012, o Fim3 foi substituido
pelo Fim2, o qual predominou até 2014, quando houve nova alteragéo,
tornando-se o Fim2,3 o sorotipo predominante na regido nos anos de 2015 e
2016.
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Grafico 5. Sorotipos de B. pertussis circulantes na regido Sul, Brasil, 2010-
2016.

Na regido Sudeste (Grafico 6), os trés sorotipos circularam de
maneira uniforme ao longo do ano de 2013. Em 2014, o sorotipo Fim2
prevaleceu e, como ocorrido na regido Sul, esse sorotipo foi gradualmente
substituido pelo Fim2,3 nos anos de 2015 e 2016.
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Gréfico 6. Sorotipos de B. pertussis circulantes na regido Sudeste, Brasil,

2010-2016.

No Centro-Oeste do pais (Gréafico 7),

0 sorotipo Fim2 foi

predominante nos anos de 2014 e 2016, sendo o Fim2,3 a maioridade no

ano de 2015.
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Grafico 7. Sorotipos de B. pertussis circulantes na regido Centro - Oeste,

Brasil, 2010-2016.
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O sorotipo Fim2,3 foi predominante na regido Norte nos anos de
2014 e 2015 e na regiao Nordeste no ano de 2015. O sorotipo Fim2 e Fim2,3
circularam uniformemente na regido Nordeste em 2014, quando em 2016,

100% dos sorotipos circulantes foram Fim2 nesta regiao (Grafico 8).
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Gréafico 8. Sorotipos de B. pertussis circulantes nas regides Norte e Nordeste,
Brasil, 2010-2016.

4.1.2. PFGE

Para a metodologia de PFGE nao existe um protocolo padronizado
universal entre os laboratérios, diferindo muitas vezes na técnica (condi¢cbes
de eletroforese, periodo de migracdo, tempos de pulso, etc.) e na
terminologia utilizada, e, portanto, os perfis de eletroforese (pulsotipos)
determinados nesse estudo, seguem a nomenclatura padronizada pelo
Instituto Adolfo Lutz (Leite et al., 2015).
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Entre os 555 isolados de B. pertussis testados, 511 foram
caracterizados e identificados em 110 perfis distintos de PFGE sendo os
pulsotipos BpXba0039, BpXba0040, BpXba0098, BpXba0008, BpXba0088 e
BpXba0028 os seis perfis predominantes em nossa populacdo de estudo

representando 59% de todos os isolados testados (Gréfico 9).
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Gréfico 9. Pulsotipos predominantes de 511 isolados de B. pertussis, Brasil,
2010-2016.

A avaliagdo dos perfis mais predominantes realizada ano a ano,
mostra diferencas na ordem de frequéncia e predominancia. Nenhum dos
seis pulsotipos circulou em todos os anos de estudo, embora o pulsotipo
BpXba0039 tenha sido predominante no pais desde 2012, sendo

responsavel por 27% de todos os 511 isolados estudados no periodo.
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Os pulsotipos BpXba0028 e BpXba0008 tiveram maior circulagao
nos anos iniciais do estudo, sendo substituidos pelos pulsotipos BpXba0039
e BpXba0098 no periodo final. BpXba0040 e BpXba0088 mantiveram-se
constantes por todos os anos avaliados com excec¢do de 2011 e 2012

respectivamente (Gréfico 10).
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Grafico 10. Distribuicdo dos pulsotipos predominantes de B. pertussis, por
ano de estudo, Brasil, 2010-2016.

Em relacdo a diversidade dos pulsotipos circulantes nas regides
geograficas, 35, 33 e 31 perfis distintos circularam no Centro-Oeste, Sul e
Nordeste, respectivamente. A maior diversidade de perfis foi encontrada na
regido Sudeste com 66 pulsotipos circulantes e a menor na regido Norte,
com 10 perfis distintos, relacionados possivelmente ao maior e menor
namero de isolados estudados, respectivamente. O gréafico 11 mostra que
entre os seis pulsotipos predominantes, o pulsotipo BpXba0039 foi o que

teve maior circulacdo em todas as regides do pais.
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Grafico 11. Distribuicdo dos pulsotipos predominantes nas regifes do Brasil,
2010-2016.

Uma analise do dendrograma com os 511 isolados determinou oito
agrupamentos, classificados como clusters A-H, com 90% de similaridade. O
cluster A agrupou 359 isolados em 53 perfis distintos, representando 70%
(359/511) de todos isolados testados. O cluster B agrupou 130 isolados em
36 perfis, ou seja 25% (130/511) dos isolados. Os clusters classificados
como C,D,E,F, G e H agruparam 14 isolados (3%) em 13 perfis distintos e os
2% restantes (oito isolados) foram caracterizados em oito perfis distintos e
ndo foram agrupados em nenhum cluster. Entre 0s seis pulsotipos
predominantes, o0s pulsotipos BpXba0039, BpXba0040, BpXba0088 e
BpXba0098 foram agrupados no Cluster A e os pulsotipos BpXba0008 e
BpXba0028 no Cluster B (Figura 9).

81



PFGE-Xbal

PFGE-Xbal

' . l I . l -. II i BP.Xba.0046
: "

PadraoUnico

BP.Xba.0070
BP.Xba.0128
BP.Xba.0133
BP.Xba.0066
BP.Xba.0131
BP.Xba.0132
BP.Xba.0067
BP.Xba.0069
BP.Xba.0127
BP.Xba.0096
BP.Xba.0126
BP.Xba.0123
BP.Xba.0124
BP.Xba.0068
BP.Xba.0129
BP.Xba.0071
BP.Xba.0072
BP.Xba.0122
BP.Xba.0130
BP.Xba.0025

BP.Xba.0017

El I BEEEEDR - BP.Xba.0074

BP.Xba.0125

{ N e | " BP.Xba.0104

|‘ 4 i i i BP.Xba.0073
| . “ ' N BP.Xba.0099
| ki BP.Xba.0136

' ” "mE BP.Xba.0045
BP.Xba.0048

BP.Xba.0108

l SRR R) IR BP Xba,0121

BP.Xba.0032
- HRML L muy

BP.Xba.0107
BP.Xba.0064
BP.Xba.0117
BP.Xba.0118
BP.Xba.0042
BP.Xba.0119
BP.Xba.0060
BP.Xba.0134
BP.Xba.0034
BP.Xba.0135
BP.Xba.0120
BP.Xba.0062
BP.Xba.0033
BP.Xba.0063
BP.Xba.0106
BP.Xba.0061

82

Cluster A




PFGE-Xbal

=} [T}
=3 3

o
=}
<

Y R SRR S |

92.4

93.2

97.7

97.4

PFGE-Xbal

¥

)

4

Ly

e B
97.7 e M )
" = eyl b
u

—10.00

PadraoUnico
BP.Xba.0011
BP.Xba.0092
BP.Xba.0080
BP.Xba.0031
BP.Xba.0079
BP.Xba.0112
BP.Xba.0010
BP.Xba.0110
BP.Xba.0083
BP.Xba.0090
BP.Xba.0055
BP.Xba.0093
BP.Xba.0115
BP.Xba.0116
BP.Xba.0114
BP.Xba.0051
BP.Xba.0091
BP.Xba.0077
BP.Xba.0003
BP.Xba.0004
BP.Xba.0086
BP.Xba.0001
BP.Xba.0095
BP.Xba.0078
BP.Xba.0094
BP.Xba.0113
BP.Xba.0029
BP.Xba.0054
BP.Xba.0049
BP.Xba.0030
BP.Xba.0009
BP.Xba.0082
BP.Xba.0057
BP.Xba.0035

Cluster B

Figura 9. Dendograma dos perfis de PFGE (pulsotipos) circulantes no Brasil,

agrupados nos clusters A e B. Clusters A e B foram determinados pelo método UPGMA

com 1,25% de configuragdes de tolerancia e otimizagéo.
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4.2. Deteccado da expressdo da proteina pertactina
4.2.1. ELISA

Entre os 555 isolados de B. pertussis analisados, 467 apresentaram
valores de DO na faixa entre 0,6 - 2,5, sendo considerados positivos, ou
seja, expressaram a proteina pertactina. Cinco isolados apresentaram
valores dentro da faixa de resultado negativo (DO entre 0,2 — 0,5), ou seja,
nao expressaram a proteina pertactina, e entdo foram re-testados,

confirmando os resultados como negativos.

Oitenta e trés isolados apresentaram resultados inconclusivos, isto
€, com valores de DO entre 0,5-0,6 e foram entdo re-testados mais duas
vezes. ApoOs os trés testes, 80 foram classificados como positivos e trés

classificados como negativos ou deficientes em pertactina.

A triagem por esse meétodo resultou em 547 isolados que
expressaram a proteina pertactina e oito isolados foram classificados como

negativos ou deficientes em pertactina.

4.2.2. PCR

Os isolados que foram classificados como deficientes para pertactina
pela triagem por ELISA (oito), foram submetidos a técnica de PCR para
confirmar os resultados. Essa metodologia foi realizada para detectar a
insercao de IS481 dentro do gene prn e/ou identificar mutagcdo na regido

promotora deste gene, por serem provaveis causas da deficiéncia.

Em relacéo a insercéo de 1S481 tanto na regidao 3° como na regiao
57, todos os oito isolados testados apresentaram o tipo selvagem, ou seja,
nenhuma insercéo foi observada dentro do gene da pertactina. Quando
testados para mutagao na regiao promotora do gene prn, apenas um isolado

(coluna 5) revelou mutagcdo nesta regido, apresentando tamanho de
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fragmento de 0,7 Kb conforme comparado a cepa padrao (coluna 2) (Figura
10). Com a mutagdo nessa regido, a transcricdo ndo ocorre e a proteina nao

€ produzida.

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose do produto amplificado para a

regido promotora do gene da pertactina. PM = padrdo de peso molecular em quilobases (Kb);

1= cepa padrdo H936 tipo selvagem (450 pb); 2= cepa padrdo H920 mutante (0,7 Kb);3 = isolado n° 16349; 4 =
isolado n°® 52857; 5 = isolado n° 20140; 6 = isolado n° 22946; 7 = isolado n° 24416; 8 = isolado n° 73228; 9 =
isolado n° 73230; 10 = isolado n° 73243; 11 = cepa E. coli (controle negativo); 12 = dgua (H,0). As setas indicam

os dois tamanhos de fragmentos esperados para selvagens(450 pb) e mutantes (0,7 Kb).

4.2.3. Immunoblotting

Os oito isolados que apresentaram resultados negativos no teste de
ELISA foram avaliados por immunoblotting como mais um teste

confirmatario.
O gel de immunoblotting s6 comporta o nimero maximo de oito

amostras por vez, dessa maneira 0s oito isolados foram divididos em dois

géis. Na figura 11, das cinco amostras testadas, quatro detectaram
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anticorpos anti proteina pertactina (69 kDa) (colunas 3,4, 6 e 7) e um
isolado, amostra n° 22946 (coluna 5), apresentou um resultado duvidoso
(perfil de banda muito fraco) e manteve esse mesmo resultado inconclusivo

apos duas repeticoes.

: ) 6 7
= | P

Figura 11. Eletroforese de proteinas para detectar a expresséo da pertactina

em cinco isolados de B. pertussis, Brasil. PM = padrdo de peso molecular em quilodaltons

(kDa); coluna 1= cepa padrao H936 tipo selvagem (PRN positivo); 2 = cepa padrdo H920 mutante (PRN deficiente);
3 = isolado n° 73228; 4 = isolado n°® 16349; 5 = isolado n° 22946; 6 = isolado n°® 73243; 7 = isolado n° 24416. Seta

indica o peso molecular de 69 kDa da pertactina.

Na figura 12, pode-se observar que as trés amostras testadas
(colunas 3, 4 e 5) ndo apresentaram nenhum perfil de banda, isto €, ndo

detectaram anticorpos anti proteina pertactina (69 kDa).
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Figura 12. Eletroforese de proteinas para detectar a expressao da pertactina

em trés isolados de B. pertussis, Brasil. PM = padrao de peso molecular em quilodaltons (kDa);

coluna 1= H936 cepa padrao tipo selvagem (PRN positivo); 2 = cepa padrdo H920 mutante (PRN deficiente); 3 =
isolado n° 20140; 4 = isolado n° 52857; 5 = isolado n°® 73230. Seta indica o peso molecular de 69 kDa da
pertactina.

4.3. Sequenciamento de Sanger

Para determinacdo de possiveis alvos genéticos para a deficiéncia
da pertactina, os oito isolados que apresentaram resultado negativo por
ELISA e que foram testados por PCR e immunoblotting, foram submetidos

ao sequenciamento de Sanger.

O sequenciamento ndao detectou nenhuma deficiéncia no gene da
pertactina nos oito isolados testados. Quando comparados aos 18 perfis
alélicos disponiveis no GenBank, o sequenciamento revelou que esses
isolados carregavam o alelo prn2, o tipo mais prevalente em isolados

recentes.
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Na tabela 6 podemos observar um compilado dos resultados dos
oito isolados selecionados como possiveis deficientes em pertactina.

A triagem por ELISA identificou oito isolados deficientes em
pertactina, mas apenas trés foram confirmados por immunoblotting (isolados
n°s 20140/2013, 52857/2013 e 73230/2015). Dos trés isolados confirmados
por immunoblotting, somente o isolado n° 20140/2013 confirmou uma
mutac&do na regido promotora do gene prn, detectado pela PCR, enquanto
que, os outros dois isolados (52857/2013 e 73230/2015), ndo apresentaram
uma explicacdo genética ébvia para a sua deficiéncia pela PCR.

De acordo com a faixa etaria, os trés isolados deficientes foram de
criangas menores de dois anos. O isolado n° 20140/2013 foi de uma crianga
de um més de idade, ainda ndo imunizada, proveniente do Distrito Federal.
Os isolados n°s 52857/2013 e 73230/2015 eram de criancas de seis meses
e dois anos de idade, respectivamente, sem informacgdes acerca do status

vacinal e provenientes do Estado de Pernambuco, regido nordeste do pais.

Em relagdo aos perfis circulantes, o isolado n° 20140/2013 foi
caracterizado pelo sorotipo Fim3 predominante na regido central neste ano e
pulsotipo BpXba0040, um dos seis perfis predominantes no pais. Os
isolados n°s 52857/2013 e 73230/2015 foram caracterizados como sorotipo
Fim2,3 em plena ascenséo na regido em 2015 e pulsotipos BbXba0004 e
BpXba0039, sendo o primeiro de menor expressividade no pais e o segundo

o principal pulsotipo circulante no Brasil, respectivamente.

Nos cinco isolados restantes, triados por ELISA, (n°s 16349/2012,
22946/2014, 24416/2015, 73228/2015 e 73243/2015) nao foi possivel
confirmar a deficiéncia em pertactina pelas técnicas de PCR, immunoblotting

e sequenciamento de Sanger.
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Tabela 6. Compilado dos resultados obtidos dos oito isolados selecionadas para pesquisa da pertactina.

N®Isolado / Idade Localizacéao Sorotipo PFGE ELISA PCR Immunoblotting Variante alélico
Ano de prn
16349/2012 Sl Bahia Fim3 BpXba0104 Negativo Positivo Positivo prn2
20140/2013 01 més Distrito Federal Fim3 BpXba0040 Negativo Negativo Negativo prn2
52857/2013 06 meses Pernambuco Fim2,3 BpXba0004 Negativo Positivo Negativo prn2
22946/2014 57 anos Pernambuco Fim2 BpXba0071 Negativo Positivo Inconclusivo prn2
24416/2015 09 anos Distrito Federal Fim2,3 BpXba0039 Negativo Positivo Positivo prn2
73228/2015 01 ano Pernambuco Fim2,3 BpXba0108 Negativo Positivo Positivo prn2
73230/2015 02 anos Pernambuco Fim2,3 BpXba0039 Negativo Positivo Negativo prn2
73243/2015 10 meses Pernambuco Fim2,3 BpXba0088 Negativo Positivo Positivo prn2

S| = sem informacdao; prn = pertactina; Fim = fimbria; N° = nimero
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5. DISCUSSAO

Na era pré-vacinal, a morbidade e mortalidade por coqueluche foram
muito elevadas. Vacinas de suspensfes bacterianas inativadas pelo calor
foram desenvolvidas nos anos 30 e, subsequentemente, a introducdo da
vacinacdo nos anos 50 e 60 em muitos paises reduziu substancialmente a
circulacdo da pertussis. No entanto, duvidas em relacdo a seguranca das
vacinas comecaram a ser expressas e diversos efeitos colaterais foram
atribuidos ao uso dessa vacina, principalmente associados a presenca de
endotoxinas em sua composi¢cao. Com intuito de amenizar esses efeitos, nos
anos 70 e 80 foram produzidas as vacinas acelulares, menos reatogénicas e
introduzidas gradualmente em diversos paises da Europa, Estados Unidos e
Japao (Hodder e Mortimer, 1992; Zeddeman et al., 2014; Loch, 2018).

Com a introducéo de vacinas acelulares, diversas questoes tém sido
levantadas em relacdo ao numero crescente de casos de coqueluche,
principalmente em adolescentes e adultos, observados em muitos paises
que fizeram a substituicdo da vacina celular pelas acelulares. O rapido
enfraquecimento da imunidade induzida pela vacina acelular pode ser uma
das razbes para o aumento de casos em varios paises. Razbes
imunologicas podem explicar o efeito protetor em curto prazo das aPs com a
evidéncia de que essas vacinas ndo sao eficazes contra a coloniza¢éo e néo
impedem a transmissao da B. pertussis (Esposito e Principi, 2018; Loch,
2018).

Além disso, apesar de uma cobertura global de vacinacéo entre 85%
a 99% em muitos paises, a coqueluche ainda nao foi controlada em nenhum
lugar, persistindo a circulagcdo na populacdo humana em ciclos epidémicos
de 3 a 5 anos. Na ultima década a doengca causou um ressurgimento
surpreendente em varios paises, mesmo nagueles com uma alta cobertura
vacinal (Hegerle e Guiso, 2013; Loch, 2018). Raz0es para 0 ressurgimento

incluem maior conscientizacdo e melhores testes diagnosticos, falta de
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reforcos vacinais, incompatibilidade antigénica entre as vacinas e cepas
circulantes e falta de protecao contra a transmissédo da B. pertussis (Loch,
2018).

Os ciclos epidémicos da doenca sao caracterizados pela imunidade
populacional que aumenta e diminui ao longo do tempo. Com o aumento das
coberturas vacinais, a doenca para de circular entre os pré-escolares, a
populacdo adquire imunidade e a incidéncia da doenca diminui
posteriormente. Com o tempo, a imunidade populacional diminui (por
exemplo, devido a introducédo de bebés ndo imunes nascidos na populagéo;
e perda da imunidade no grupo de adolescentes e adultos). Assim, a
epidemia ocorre quando um nuamero suficiente de suscetiveis se acumula
até um certo "limiar epidémico", levando ao ressurgimento da doenca. Apos
um periodo epidémico, Sd0 necessarios varios anos para que a proporcao
de pessoas suscetiveis aumente para um nivel que facilite uma nova onda
de disseminacdo da doenca em uma populacdo (Fine e Clarkson, 1982;
Edwards e Decker, 2013; Gill et al., 2017).

No Brasil, as coberturas vacinais, desde meados da década de 1990,
mantiveram-se elevadas para o conjunto de vacinas no ambito nacional, em
geral superando a meta de 95% estabelecida pelo PNI, para criancas
menores de um ano de idade (Domingues e Teixeira, 2013; Datasus, 2018)
As vacinas de células inteiras usadas no pais, podem oferecer protecéo por
aproximadamente 12 anos e por haver um reforco vacinal entre 4 e 6 anos
de idade, as criancas vacinadas passam a ficar protegidas na sua
adolescéncia, o que pode ter proporcionado incidéncias mais baixas da
doenca, registradas durante os anos 2000 (Fernandes, 2017).

As criancgas vacinadas na década de 90 no pais, tornaram-se adultas
na década de 2010, e entdo passaram a ser novamente suscetiveis a
doenca com a queda de imunidade, tornando-se fontes de infeccéo para os

menores de um ano suscetiveis, que adoecem e sdo notificados pelo
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sistema de vigilancia. O aumento do numero de suscetiveis, pode ter
ocasionado o surgimento do periodo epidémico registrado no pais entre 0s
anos de 2011 a 2014 (Fernandes, 2017), o que pode ter influenciado a
substituicdo do perfil imunogénico da B. pertussis que predominou no pais

por mais de 20 anos.

O sorotipo Fim3 predominou no pais nas décadas de 90 e 2000.
Estudos de pesquisadores brasileiros relataram a dominancia desse peffil
imunogénico. Goncalves et al., (2007) analisaram 67 cepas de B. pertussis
isoladas no Brasil entre 1988-2002 revelando uma predominéncia do
sorotipo Fim3 em 86% das cepas analisadas, enquanto o sorotipo Fim2
representou 4% delas; 10% foram consideradas nao tipaveis. Leite et al.,
(2012) apresentaram resultados semelhantes em estudo realizado com 91
cepas isoladas no Estado de Sao Paulo nos anos de 2006 a 2008, sendo

97% das cepas analisadas pertencentes ao sorotipo Fim3.

A partir de 2011 o perfil dominante Fim3 foi gradativamente sendo
substituido pelo Fim2 e Fim2,3, nas regides Sul e Sudeste do pais. Nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste a substituicdo ocorreu a partir de
2013 e desde 2014 todas as regides do pais apresentaram o predominio dos
sorotipos Fim2 e Fim2,3 em mais de 75% das cepas analisadas. Estudo
semelhante ao nosso, realizado por Rocha et al., (2017) na regiéo central do
pais, nos anos de 2012 a 2014, também revelou uma inversao da
prevaléncia do sorotipo. Em 2012, o sorotipo mais frequente foi Fim3
decaindo gradativamente em 2013 com clara substituicdo pelo perfil Fim2
em 2014.

A substituicdo gradual dos sorotipos coincidiu justamente com o
inicio do ciclo epidémico observado no pais a partir de 2011, com aumento
da incidéncia da doenca até 2014, sendo considerado o ano epidémico do
periodo. A partir de 2015 a incidéncia da doenca diminuiu e o pais entrou

novamente em um periodo considerado endémico, com a dominancia do
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sorotipo Fim2,3 desde entdo, sugerindo que este possa permanecer
predominante pelos préximos anos, até que se crie novamente um limiar de
suscetiveis, com a ocorréncia de um novo ciclo epidémico e entdo uma

possivel substituicdo do perfil imunogénico.

Mudancas na prevaléncia dos sorotipos também ja foram relatados
em outros paises. Na Finlandia, a vacina acelular tem sido usada desde
2005, e ndo contém antigenos Fim2 / 3 purificados. A frequéncia do Fim3 foi
cerca de 50% em 2005, aumentou para 100% em 2007 e manteve-se até
2009. Entre 2013 e 2015, as frequéncias dos isolados Fim3 e Fim2 foram de
20% e 80%, respectivamente (He, 2016). Na Sérvia, antes da introducao da
vacinacdo de células inteiras, os sorotipos prevalentes eram Fim2 e Fim2,3.
ApOs a vacinagdo, a frequéncia do sorotipo Fim2,3 diminuiu, e embora o
sorotipo Fim3 tenha comecado a aparecer, Fim2 tem sido o sorotipo mais
prevalente no pais (Dakic et al., 2010). No Reino Unido, antes da vacinacgéo
em massa, 0s sorotipos Fim2, Fim3 e Fim2,3 circularam no pais, enquanto o
sorotipo Fim3 predominou em anos posteriores a introducdo da vacina
acelular. Alteracbes semelhantes de sorotipos circulantes também foram
observadas em paises como Canada, Franca, Russia e Suécia (Dorji et al.,

2018).

Embora a identificacdo do sorotipo seja importante para a
caracterizacdo primaria das cepas, métodos moleculares com maior
reprodutibilidade e poder discriminatério, como a PFGE, podem ser mais
Gteis em investigacdes epidemioldgicas, pois essa técnica oferece um perfil
de restricdo reproduzivel de grandes fragmentos de DNA bacteriano.
Infelizmente a comparagdo dos perfis moleculares entre paises continua
dificil pela falta de padronizagdo da técnica entre os laboratérios, o que

dificulta, por exemplo, a identificacdo de cepas pandémicas.

Com base no perfil eletroforético dos isolados de B. pertussis, 110

perfis foram observados neste estudo, e embora nehum perfil tenha se

93



mantido constante ao longo do periodo houve a predominancia do pefil
BpXba0039 e outros cinco perfis que compuseram a maioria dos isolados
testados entre 2010 a 2016. Esses resultados foram semelhantes aos
relatados por Rocha et al., (2017) que detectaram 14 perfis circulantes na
regido centro-oeste do pais com o aumento da prevaléncia do pefrfil
BpXba0039 entre os anos de 2012 a 2014, também detectado em nosso
estudo, representando 27% de todos os isolados analisados desde 2012.
Outros estudos também mostraram que um pequeno numero de perfis de
PFGE geralmente compde a maioria das cepas de B. pertussis circulantes.
Martins et al., (2017) detectaram cinco pulsotipos circulantes na regiao
central do Estado de Sdo Paulo e observaram a substituicdo do pulsotipo
BpXba0028, predominante em 2012, pelos tipos BpXba0039 e BpXba0040.
Este estudo, assim como o nosso, também revelou a predominancia do
padrao BpXba0039, que aumentou gradativamente de 2012 (12,5%) para
2013 (55,6%) e 2014 (75%).

Esses resultados podem sugerir que as cepas com padréo
predominante no PFGE podem ter um alto potencial de disseminacdo de
uma pessoa para outra e a capacidade de escapar do sistema imune do

hospedeiro e da vacinacao.

Dados similares foram descritos nos EUA com analise de 5.262
amostras entre 2000 a 2012. Foram descritos 199 perfis de PFGE e o perfil
mais comum foi responsavel por 35% a 46% dos isolados testados de 2000
a 2009. Em contraste com os isolados coletados neste periodo, a
predominéncia de perfis mudou rapidamente entre os isolados coletados
durante o periodo de 2010 a 2012, e um perfil diferente predominou a cada
ano (Cassiday et al., 2016).

Na Europa, quatorze perfis de PFGE foram identificados, sendo dois

deles os perfis mais comuns, mostrando um crescente aumento em

contraste a outros perfis que estdo diminuindo. Curiosamente, o perfil mais
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comum, nado foi encontrado na Suécia, enquanto outros perfis foram
comumente encontrados entre os isolados suecos, sugerindo uma mudanga
na populacdo de B. pertussis neste pais (Barkoff et al., 2018). Em Israel,
quatro perfis de restricdo foram isolados entre 2007-2008, denominados A,
B, C e D. Durante os anos de 2009-2012 os perfis A e B predominaram
(26% e 50% respectivamente) com o desaparecimento dos perfis C e D.
Além disso, novas cepas distintas emergiram e foram denominadas E, F, G,
H e | (Bamberger et al., 2015).

Durante a era pré-vacinal e apés a introducéo das vacinas celulares,
a circulacdo de cepas de B. pertussis com antigenos vacinais modificados
ou ausentes foram descritas mundialmente, usando diferentes técnicas de
tipagem e sequenciamento do genoma total. No entanto, essas alteragdes
ndo afetaram a eficacia da vacina celular contra a coqueluche (Bouchez et
al., 2015). Porém, o uso de vacinas aP foi claramente associado a uma
maior circulacdo dessas cepas. Tem-se observado uma proporcao crescente
de isolados clinicos deficiente em pertactina, um dos principais antigenos
incluido na maioria das vacinas acelulares. A pressdo imunolégica das
vacinagdes com o surgimento de mutantes provavelmente seja a principal
causa desse fendmeno, como sugerido pela evidéncia de que a evolucéo da
populacdo de B. pertussis variou entre 0s paises e estava estritamente
associada a cobertura vacinal e ao tipo de vacina utilizada em cada pais
(Esposito e Principi, 2018; Loch, 2018).

Variacdes genéticas dos genes que codificam as proteinas incluidas
nas vacinas acelulares foram observadas com maior frequéncia do que
aguelas que codificam outros genes da B. pertussis. As principais alteracdes
ocorreram nos alelos dos genes da toxina pertussis, fimbrias e pertactina
(Esposito e Principi, 2018). Até o0 momento, foram identificados 18 alelos da
pertactina sendo que os alelos prnl ou prn7 estao presentes na maioria das
cepas vacinais os quais eram os perfis predominantes na era pré-vacinal. No

entanto, essas cepas foram gradualmente substituidas por cepas do tipo
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“ndo vacinal”’, principalmente prn2 e em menor grau prn3, apos a introducéo

da vacinacao (Dakic et al., 2010).

A analise do perfil alélico dos isolados selecionados neste estudo
revelou o perfil prn2 em 100% deles. Esse perfil é o tipo mais prevalente em
isolados recentes e 0 aumento na prevaléncia dessas cepas esta associado
ao ressurgimento desse patdbgeno em muitos paises como Argentina,
Franca, EUA, Reino Unido, Holanda, Pol6nia, Finlandia, Suécia e Russia
(Wagner et al., 2015). Nosso resultado é consistente com a teoria das
mudancas conduzidas pela vacina uma vez que é distinto do perfil alélico da
cepa usada para a producdo da vacina brasileira que carrega o alelo prn7
em sua composicao (Akamatsu et al., 2015). O Ira utiliza vacina de células
inteiras desde 1949 e assim como no Brasil, apresentou polimorfismo dos
fatores de viruléncia com predominancia dos alelos ptxP3 / ptxAl / prn2 /
fim2-1 / fim3-2 que séo diferentes da cepa vacinal ptxP1 / ptxA2 / prnl /
fim2 -1 / fim3-2 (Heravi et al., 2018). Esse perfil genético predominante é
comparavel aos resultados de outros paises que tém longas histérias de
vacinacdo acelular contra a coqueluche como Franga, Holanda, Finlandia e
EUA que apresentam alelos dominantes, ptxA2, ptxP3 e prn2 em relagéo ao

tipo vacinal que transportam ptxAl, ptxP1 e prnl (Heravi et al., 2018).

Nosso estudo ndo detectou uma quantidade relevante de isolados
deficientes em pertactina, no pais. Entre os 555 isolados estudados, apenas
trés deles (0,5%) puderam ser consideradas como possiveis deficientes na
sua producdo. Foi possivel detectar a ruptura na regido promotora do gene
da pertactina pela PCR, em um dos isolados, causando sua deficiéncia e
nos isolados detectados pela técnica de immunoblotting, podemos supor que
a ndo expressao do gene possa ser devido a uma mutagdo no gene BvgAS,
uma vez que este é o sistema regulador para a expressdo de muitos dos

fatores de viruléncia, entre eles a pertactina.
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De acordo com relatos da literatura, o surgimento de cepas
deficientes em pertactina foi direcionado pela substituicdo das vacinas
celulares pelas acelulares em diversos paises do mundo. Nossos resultados
sdo concordantes com os estudos apresentados em paises nos quais as
vacinas de células inteiras ainda estdo em uso. Assim como no Brasil,
Polonia e Sérvia tem utilizado vacinas de células inteiras ha mais de 30
anos, e nenhuma cepa deficiente em pertactina foi detectada nesses paises
(van Gent et al., 2015).

Na Dinamarca, uma vacina acelular contendo apenas o componente
ptx foi introduzida no inicio de 1997, e até 2014 nenhuma cepa deficiente em
pertactina tinha sido detectada (Zeddeman et al., 2014). Em 2012 duas
marcas de vacina acelular combinada de poliovirus inativado e DTaP (DTaP-
IPV) que ndo continham pertactina em sua composi¢ao foram introduzidas
no Japdo, onde se observou uma diminuicdo significativa em isolados
deficientes em pertactina dentro da populacdo de B. pertussis. Porém, em
dezembro de 2015 uma nova marca da vacina DTaP-IPV contendo
pertactina foi introduzida neste pais e se a hip6tese da evolucao conduzida
pela vacina estiver correta, os isolados com deficiéncia de pertactina devem

aumentar novamente em um futuro préoximo (Hiramatsu et al., 2017).

Em paises que usam vacinas acelulares, como a Australia e os EUA,
mais de 80% das cepas de B. pertussis isoladas de pacientes ndo produzem
pertactina. Na Holanda, onde as vacinas celulares foram substituidas pelas
acelulares cerca de 10 anos depois do que nos EUA, 15% das cepas
recentemente isoladas foram relatadas como deficientes (Hovingh et al.,
2018).

No Japéao, a primeira cepa pertactina negativa foi isolada em 1997,
marcando o inicio do aumento de cepas deficientes na populagédo japonesa
para mais de 30% durante a primeira década do século 21 (Zomer et al.,
2018).
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Estudo realizado em seis paises europeus revelou uma taxa de
3,4% de cepas deficientes entre os anos de 2007 a 2012. As cepas
pertactina deficientes encontradas neste estudo foram principalmente da
Noruega e Suécia, onde as aPs para a série primaria foram introduzidos em
1996 e 1998, respectivamente, mais cedo do que no Reino Unido (em 2000),
Finlandia e Holanda (ambos em 2005). A Franca e Noruega tiveram
momentos semelhantes na substituicdo das vacinas, por volta do ano 2004 e
apresentam uma porcentagem relativamente alta de cepas deficientes em

pertactina (Zeddeman et al., 2014).

E importante ressaltar que as manifestacées clinicas da coqueluche
causada por B. pertussis pertactina deficiente ou pertactina positiva sé&o
virtualmente indistinguiveis, indicando que a deficiéncia da pertactina ndo
altera a gravidade da doenca. No entanto, esses isolados mostram maior
condicionamento e / ou tempo de infeccdo prolongado em populacdes de
hospedeiros animais imunizados com aPs. Estudos em camundongos
sugeriram que cepas deficientes em pertactina tém uma vantagem
competitiva sobre cepas produtoras de pertactina para colonizar o trato
respiratério de camundongos vacinados com vacinas acelulares, enquanto
gue na auséncia de vacinacao, esta vantagem competitiva ndo foi aparente
(Zomer et al., 2018; Loch, 2018).

Outro ponto importante a ser levantado diz respeito ao tipo de
reposta imune induzida apos a infeccdo natural e a administracdo de ambas
as vacinas. Estudos recentes mostraram claramente que a resposta imune
conferida pelas aPs difere significativamente daquela devida a infeccéo
natural ou wP. Tanto a infec¢cdo natural quanto a wP induzem uma resposta
imune Thl / Thl7 que é particularmente importante devido a sua resposta
imune de esterilizagdo da mucosa. Por outro lado, as aPs induzem uma
resposta majoritariamente Th2, menos efetiva na esterilizacdo da mucosa.
Logo, as vacinas acelulares tém menor capacidade de prevenir a infeccéo e

reduzir a transmissédo (Esposito e Principi, 2018). Esse fato pode ser um dos
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fatores responsaveis pelo aumento dos niveis de coqueluche em todas as
faixas etarias em muitos paises e a grave implicagdo de aumento da
incidéncia em lactentes. A reemergéncia da coqueluche observada no Brasil
nos ultimos anos possivelmente estd mais relacionada a (i) dificuldade em
manter adequada e homogénea a cobertura vacinal; (i) a melhoria nos
métodos de diagnostico; (iii) a maior percepcéo pela &rea médica e vigilancia
epidemioldgica e nao relacionada a uma mudanca antigénica, uma vez que
a vacinacao com vacina de células inteiras permaneceu a mesma no pais

nos ultimos 30 anos.

Deve-se notar que este estudo foi baseado em métodos de triagem
iniciais, que ndo englobaram todos o0s possiveis mecanismos para a perda
da expressdo da proteina pertactina e / ou outros antigenos vacinais. As
limitacbes em relacdo a caracterizacdo genética completa de B. pertussis,
serdo sanadas futuramente, com a realizacao da técnica de sequenciamento

do genoma total.

Também devemos salientar a diferenca entre o nUmero de amostras
analisadas neste estudo, por regido e por vezes, por Estado. O Brasil € um
pais de dimensdes continentais e por esse motivo difere em questbes
populacionais, ambientais, socio-politicas e econbmicas, o que pode
impactar diretamente em diversas areas, entre elas, a saude. Existem varios
desafios em relacdo a estimativa no niamero de casos de coqueluche e no
conhecimento da real carga da doenca no pais. Primeiro, porque muitos
Estados tém infraestrutura de vigilancia limitada, o que néo facilita o relato e
a coleta oportuna de casos suspeitos de coqueluche. Em segundo lugar, a
infraestrutura laboratorial de muitos LACENS, para realizar o diagnostico de
coqueluche de rotina é limitado, e os testes de diagnéstico molecular, como
a PCR em Tempo Real ndo estdo disponiveis de maneira uniforme. Esses
fatos podem ser observados no nosso estudo em relacdo aos Estados das
regides Norte e Nordeste do pais, que tiveram um numero de amostras

analisadas inferiores as demais regifes do Brasil, podendo refletir possiveis
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deficiéncias nas é&reas relacionadas a vigilancia epidemiologica e
capacitacdo laboratorial destas regides, resultando em menor numero de
amostras coletadas e isolamento bacteriano. E por fim, a notificacdo de
casos pode ser dificultada em areas com poucos profissionais de saude

treinados para a identificacdo clinica da doenca.

De qualquer maneira, 0 monitoramento continuo dos isolados
circulantes de B. pertussis no pais continuara sendo realizado pelas técnicas
de sorotipagem e PFGE pois geram informacdes fundamentais para detectar
pequenas alteracbes na epidemiologia da doenca. Esses dados fornecem
uma visdo geral da coqueluche no pais e, em conjunto com atividades de
vigilancia podem fornecer informacdes Uteis para embasar as discussfées
sobre as melhores estratégias de vacinacdo, com foco na redu¢&do no risco
de transmissao para lactentes menores de seis meses de idade.
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6. CONCLUSOES

Embora este estudo tenha identificado alguns isolados deficientes
em pertactina, sua ocorréncia nao foi relevante, confirmando observacoes
prévias de que a deficiéncia da pertactina seja provavelmente impulsionada

pelo uso das vacinas acelulares.

Desde as décadas de 90 e 2000 os isolados de B. pertussis eram

predominantemente caracterizados como sorotipo Fim3.

No periodo estudado, houve uma substituicdo gradual do sorotipo
predominante pelos sorotipos Fim2 e Fim2,3, o que pode estar relacionado a

caracteristica ciclica da doenca.

A determinacgédo dos perfis genéticos circulantes revelou uma grande
diversidade entre eles, sendo a regido Sudeste a que apresentou a maior
distincdo dos pulsotipos circulantes enquanto a regido Norte a de menor
diferenciacéo, o que pode possivelmente estar relacionado ao maior e menor

namero de isolados estudados, respectivamente.

O ensaio imunoenzimético - ELISA foi uma importante ferramenta

para realizar a triagem inicial para a deficiéncia no gene da pertactina.

Os ensaios de PCR e immunoblotting foram metodologias

complementares capazes de confirmar a deficiéncia no gene da pertactina.

Pelo sequenciamento de Sanger néao foi possivel detectar possiveis
alvos genéticos relacionados a deficiéncia no gene da pertactina, porem a
metodologia caracterizou os isolados selecionados como prn2, o tipo mais
prevalente nos isolados circulantes em diversos paises, independente do

tipo de vacina e do esquema de imunizacao utilizado.
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Anexo 2 - Protocolo da metodologia de eletroforese em gel por campo
pulsado (PFGE)

1.

X3

%

X3

%

X3

%

Preparo da cultura bacteriana

As cepas de B. pertussis devem ser semeadas em placas de agar carvao
para obter um crescimento confluente. Incubar a 35 °C + 2 por 3 a 5 dias;

A cepa de Salmonella Braenderup H9812, utilizada como marcador, deve
ser semeada em placa de TSA ou &gar comum para obter um crescimento

confluente. Incubar a 35 °C + 2 por 14 a 18 horas.

Preparo da suspenséo bacteriana e confeccdo dos blocos (plugs) de
agarose

Acertar o agitador/incubadora para 54 °C; 125-150 rpm;

Ligar o espectrofotdmetro e acertar a leitura para 640 nm;

Preparar tampéao TE (Tris 10 mM pH 8,0/ EDTA 1 mM pH 8,0);

Preparar agarose SeaKem Gold a 1% em tampéo TE;

Manté-la em Banho-Maria (BM) a 50 — 55 °C;

Preparar tampéao de suspenséao celular — CSB (Tris 100 mM pH 8,0 / EDTA
100 mM pH 8,0);

Distribuir a suspensao celular em tubos ajustaveis ao espectrofotdmetro;
Preparar as suspensdes bacterianas de modo a obter uma D.O. de 0,6 em
espectrofotbmetro a 640 nm. Checar a concentragdo pelo menos duas
vezes. (Suspensao do marcador S. Braenderup obter D.O. de 1,0 nm em
espectrofotdbmetro a 610 nm);

Preparar os moldes reutilizaveis dos blocos de agarose, vedando a base
com fita adesiva. Numerar cada po¢o com o0 namero correspondente as
amostras;

Transferir 300 ul das suspensdes celulares para microtubos de 1,5 ml
devidamente numerados;

Adicionar 15 pul de uma suspensdo de Proteinase K (solucdo estoque 20
mg/ml) obtendo-se uma concentracdo final de 0,5 mg/ml. Misturar

gentilmente;



Adicionar 300 pl da agarose Sekem Gold a 1% mantida em BM 50 — 55 °C.
Misturar suavemente, evitando a formacéo de bolhas;

Imediatamente depositar a mistura em trés pocos do molde de blocos de
agarose, evitando a formacéo de bolhas. Preparar trés blocos por amostra;
Deixar solidificar por 10-15 minutos em temperatura ambiente ou 5 minutos

em geladeira. Nao exceder esse tempo para nao ressecar os “plugs”.

NOTA: A agarose utilizada para a preparacdo dos plugs pode ser reutilizada de

2 a 3 vezes e deve ser mantida em temperatura ambiente; o excedente da

solucéo de proteinase K deve ser descartado depois de descongelada.

3.

X3

%

X3

%

Lise das células no bloco de agarose

Rotular tubos cbnicos de polipropileno, de 50 ml, com o numero das
amostras;

Distribuir em cada tubo 5 ml de solugdo de lise (EDTA 0,5 MpH 8,0
contendo 1% de sarcosyl e 25 pul de proteinase K (20 mg/ml). Para 10
amostras adicionar 250 pl de proteinase K em 50 ml de solucéo de lise;

Abrir o molde dos blocos, retirando a fita adesiva e transferir o bloco para o
tubo cbdnico contendo a solucdo de lise. Assegurar que os blocos fiquem
submersos na solucéo de lise. Colocar os trés blocos de cada amostra em
um Unico tubo de lise;

Colocar os tubos de lise em incubadora a 54 °C com agitacdo vigorosa e

constante (150 rpm) por 1:30 - 2:00 horas.

Lavagem dos blocos de agarose

Diminuir a temperatura da incubadora com agitacao para 50 °C;

Retirar os tubos da incubadora e, cuidadosamente, descartar a solugdo de
lise de cada tubo, com o auxilio de uma tampa perfurada para néo perder os
blocos;

Acrescentar 10-15 ml de agua destilada ou Milli Q pré-aquecida a 50- 55 °C

e lavar 2 a 3 vezes rapidamente. Novamente acrescentar 15 ml de agua



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

destilada ou Milli Q e levar a incubadora com agitagéo por 15 min. Repetir o
procedimento por duas vezes;

Eliminar a 4gua dos blocos e adicionar 10-15 ml de tamp&o TE pré-aquecida
a 50- 55 °C. Levar a incubadora com agitagao por 15 min

Repetir o procedimento por quatro vezes;

Decantar o ultimo lavado e acrescentar 5-10 ml de tampdo TE em

temperatura ambiente. Manter em geladeira até o momento de uso.

Digestado do DNA nos blocos de agarose

Preparar a solugéo de digestdo para uma concentragao final da enzima Xbal
de 30 U/ul; tampdo da enzima a 1X; BSA 1X ; 4gua estéril, para um volume
final de 200 ul por amostra;

Realizar célculo seguindo a recomendacéo do fabricante;

Distribuir 200 ul da mistura em microtubos de 1,5 ml, previamente
identificados com o numero das amostras;

Pegar um bloco de agarose, mantido em TE, a 4 °C, contendo o DNA lisado
de cada amostra, e com auxilio de bisturi ou laminula, cortar uma por¢éo de
aproximadamente 1-2 mm e colocar no tubo correspondente contendo a
mistura da solucao;

Incubar em Banho Maria 37 °C por 18 - 24 h.

Preparacéo do gel de agarose

Preparar 2 litros de tampéo TBE 0,5X conforme abaixo:

TBE 10X 100 mi
H,O Milli Q ou destilada (qg.s.p.) 2000 ml

Colocar o tampéo na cuba de eletroforese e ligar o cooler para ir resfriando
até a temperatura de 14 °C;
Preparar agarose SeaKem Gold a 1% em TBE 0,5X (volume de 100 ml

para gel pequeno e 150 ml para gel grande);



X3

%

Preparar o suporte para gel com o pente adequado, ndo esquecer de

nivelar;

X3

%

Retirar os blocos dos tubos e colocar sobre os pentes, ndo esquecendo que
a amostra padrdo ocupara trés dentes (inicio, meio e fim);

X3

%

Retirar o excesso de tampéao com papel de filtro absorvente;

X3

%

Colocar o pente no molde do gel;

X3

%

Confirmar que os blocos estejam alinhados;

X3

%

Verter cuidadosamente a agarose (resfriada a 50 - 55 °C);

.0

Fechar os pocos com agarose (opcional);
% Aguardar 20-30 minutos para a completa solidificacdo da agarose, retirar o

pente antes de colocar na cuba de eletroforese.

7. Preparo para a eletroforese

X3

%

Colocar o esquadro negro, que limita o suporte do gel de agarose, na sua
devida marca dentro da cuba,;

X3

%

Observar se o tampéo TBE 0,5X alcancou a temperatura desejada (14 °C);

X3

%

Colocar o suporte do gel de agarose previamente preparado com os blocos

digeridos, dentro do esquadro negro;

X3

%

Ligar o equipamento seguindo as instrucdes de uso do equipamento e os

procedimentos indicados para cada espécie bacteriana.

CondicOes para Bordetella utilizando CHEFF DR |Il:

Bloco 1 Bloco 2
Pulso inicial: 5 segundos Pulso inicial: 8 segundos
Pulso final: 6 segundos Pulso final: 35 segundos
Tempo:11 horas Tempo: 13 horas
Corrente: 6 volts Corrente: 6 volts

Na utilizacdo do CHEFF DR Il o tempo de corrida deve ser aumentado em 1 hora,

ficando o Bloco 1 com 11,4 horas e o Bloco 2 com 13,6 horas.



X3

%

Procedimento para analise do gel
Ap6s o término da corrida eletroforética, retirar o gel de agarose, corar com
brometo de etidio (50 pl da solucao estoque (10 mg/ml) em 500 ml de 4gua
destilada) por 30 minutos;
Descorar o gel em agua estilada por trés vezes trocando a agua a cada 20
minutos;
Capturar a imagem em Gel Doc ou um sistema fotodocumentacao
equivalente;
Guardar a imagem em um arquivo “tiff”;
Analisar a imagem de acordo com o programa Bionumerics.

. Solucgbes
TE (Tris 10 mM: EDTA 1 mM, pH 8,0):

Tris-HCI 1 M, pH 8,0 10 ml

EDTA 0,5 M, pH 8,0 2 ml

H,O Milli Q (gsp) 1000 ml

Nota: o TE é usado para a preparacdo da agarose SKG e para lavar os plugs

apos a lise.

» Agarose Seakem Gold (SKG) 1% em TE:

= Pesar 1g de SKG em frasco apropriado;

= Adicionar 100 ml de TE e agitar suavemente;

= Retirar a tampa, colocar parafilme e dissolver sob aguecimento (em
forno micro-ondas ou BM fervente);

* Colocar o frasco ou tubo em BM a 55-60 °C por no minimo 15 minutos;

=  Manter no BM até o momento do uso.



» CSB (“Cell Suspension Buffer” - Tampéao para Suspensdao Celular) (Tris
100 mM: EDTA 100 mM, pH 8,0):

Tris1 M pH 8,0 10 mi
EDTA0,5M pH 8,0 20 ml
H,O Milli Q (g.s.p.) 100 ml

» Tampao de lise Celular (EDTA 50mM, pH 8,0 + 1% de sarcosyl + 0,1

mg/ml de Proteinase K):

EDTA0,5M pH 8,0 5ml
Sarcosyl a 10% 5ml
Tris1 M pH 8,0 2,5 ml
Proteinase K (20 mg/mL) 250 pl
H,O Milli Q (g.s.p.) 50 ml

Adicionar 25 ul de Proteinase K a 20 mg/ml para cada 5 ml de buffer de lise

celular no momento do uso (concentragao final de 0,1 mg/ml).

» Proteinase K (20 mg/ml):

Proteinase K em po 100 mg
H,O Milli Q 5 ml

Dissolver, distribuir em tubos eppendorf (500 ul faz 12 amostras) e
armazenar a —20 °C (Utilizar mascara para pesar, e limpar a balanca

apos a pesagem).



» Tris-HCI 1M, pH 8,0:

Tris-HCl 157,6 g

Dissolver em 800 ml de H,O Milli Q, esfriar em temperatura ambiente,
ajustar o pH com £+ 50 ml de NaOH 10 N, completar o volume para 1000 ml
com H,O Milli Q e autoclavar a 121° por 15 minutos.

» EDTA 0,5 M, pH 8,0:

Na,EDTA.2H,0 186,12 g

Dissolver em 800 ml de H,O Milli Q, ajustar o pH com * 30 pastilhas de
NaOH (ou 50 ml de NaOH 10 N), adicionando lentamente, completar o

volume para 1000 ml com H,O Milli Q e autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

» Sarcosyl (N-lauroilsarcosina, sal dissédico) a 10%:

Sarcosyl (Sigma L-9150) 109
H,O Milli Q 90 ml

Adicionar cuidadosamente o Sarcosyl & agua em um recipiente estéril e
dissolver suavemente por aquecimento a 50-60 °C (Utilizar mascara para
pesar).

» Tampao Tris-Borato EDTA (TBE) 10X (Tris-base 890 mM:EDTA 25 mM:
H3;BO3 890 mM):

Tris-Base 108 g
Ac. borico (HsBO3) 55¢g
EDTAO05M 40 ml

H,O Milli Q 1000 ml



> Brometo de Etideo

Solucéo estoque = 10 mg/mi

Diluir 1:10.000 com H,O Milli Q (10 pl em 100 mL de H,0), concentragcdo
final de 1 pg/ml para corar os géis. A mesma solugdo, mantida em recipiente
escuro ao abrigo da luz, pode ser usada para corar 6 a 8 géis antes de ser
descartada, de acordo com as normas de biosseguranca da Instituig&o.
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