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RESUMO

PIMENTEL, Analiria Moraes. Prevaléncia da coqueluche e avaliacdo da reacao
em cadeia de polimerase em tempo real para seu diagnéstico em adolescentes
e adultos com tosse prolongada assistidos em unidades de saude da rede
publica da cidade do Recife. 2012. 125 f. Tese (Doutorado em Medicina Tropical) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2012.

A coqueluche em adolescentes e adultos tem sido sub-diagnosticada, sub-relatada e
sua real prevaléncia é subestimada no mundo. Estudos tém demonstrado que 25%
dos casos de tosse persistente em adolescentes e adultos estdo associados a
coqueluche. Diferentes métodos diagnésticos e definicdo de casos tém sido
utilizados nos estudos para estimar a prevaléncia da coqueluche. No Brasil, ndo se
conhece a real prevaléncia da coqueluche em adolescentes e adultos e a PCR nao é
usada de rotina como método diagndstico na Rede Publica de Saude. O objetivo
deste estudo foi identificar a prevaléncia e avaliar a frequéncia da PCR e cultura
positiva entre adolescentes e adultos com tosse por mais de 14 e menos de 30 dias
assistidos em Unidades de Saude da Rede Publica da cidade do Recife. Dez
unidades ambulatoriais foram selecionadas aleatoriamente do Sistema Publico de
Saude. Durante o periodo do estudo, agosto de 2010 a julho de 2011, a doenca
encontrava-se em periodo interepidémico na Cidade do Recife. Preencheram os
critérios de incluséo, 192 individuos maiores de 10 anos e adultos atendidos nas
Unidades selecionadas. Todos realizaram cultura e PCR para pesquisa de
Bordetella pertussis bem como os contatos dos casos positivos de coqueluche. A
média de idade foi de 40,7 anos, variando de 10 a 84 anos, com um desvio-padrao *
17,8 anos. Entre eles, 55,7% (107/192) eram maiores de 40 anos de idade, 27,6%
(53/192), entre 20 e 39 anos e 16,7%, de (32/192) 10 a 19 anos. Apenas 10 dos 192
casos suspeitos informaram seu estado vacinal. Esses individuos tinham entre 10 e
19 anos de idade e informaram ter realizado esquema completo da vacina
anticogueluche. Entre esses individuos, um teve o diagndstico confirmado por
cultura e PCR e outro, por PCR. Dos 192 suspeitos, 70,0% (134/192) eram do sexo
feminino, 89% tinham tosse com duracao de 14 a 21 dias, 21 (11%) mais de 21 dias
e 110 (57,29%) preencheram os critérios clinicos de caso de coqueluche. A

coqueluche foi confirmada em 10 casos dos 192 suspeitos da doenca com



prevaléncia de 5,21% IC (2,03 a 8,38). Entre os confirmados, cinco foram casos
primarios, quatro coprimarios, um secundario e, entre eles, cinco foram casos
indices que levaram a identificacdo de cinco novos casos. A PCR permitiu
diagnosticar 100% dos casos, a cultura 10% (1/10) e vinculo epidemiolégico, 30%
(3/10). Todos os confirmados por PCR e por vinculo epidemiologico preencheram o
critério clinico de definicdo de caso de coqueluche do CDC. Concluimos que,
mesmo em periodo interepidémico, a coqueluche pode ser identificada como
importante causa de tosse prolongada entre adolescentes e adultos. A PCR pode
aumentar o numero de casos confirmados, particularmente quando é utilizada em
conjunto com a cultura, para confirmacdo diagnostica, mesmo quando coletados

entre o 14° e 30° dia apGs o inicio dos sintomas.

Palavra chave: Coqueluche. Adolescentes e Adultos. Prevaléncia. Diagnostico

Laboratorial.



ABSTRACT

PIMENTEL, Analiria Moraes. The prevalence of pertussis (whooping cough) and
an assessment of real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) as a
diagnostic method for adolescents and adults with prolonged cough treated at
public health centers in the city of Recife, Brazil. 2012. 125 f. Thesis (Post-
Graduation Program in Tropical Medicine) — Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil, 2012.

Pertussis (whooping cough) in adolescents and adults has been under-diagnosed
and under-reported, and the true prevalence is underestimated worldwide. Studies
have revealed that 25% of all cases of persistent cough in adolescents and adults
are associated to pertussis. Several diagnostic methods and case definitions have
been employed to estimate the prevalence of pertussis. In Brazil the true prevalence
of pertussis in adolescents and adults is unknown, and real-time polymerase chain
reaction (PCR) is not routinely used as a diagnostic method within the public health
system. The aim of this study has been to identify the prevalence of pertussis, and
assess the frequency of PCR and positive culture in adolescents and adults with
cough for more than fourteen days and less than 30 treated at public health centers
in the city of Recife. Ten public health outpatient clinics were randomly selected and
the study was conducted from August 2010 to July 2011, during an interepidemic
period of the disease. A total of 192 individuals aged over ten years and adults
treated at the selected centers met the inclusion criteria. All participants conducted a
culture test and PCR to investigate Bordetella pertussis together with the contacts of
positive pertussis cases. The mean age was 40.7 years, ranging from 10 to 84 years
with a standard deviation of 17.8 years. Of these, 55.7% (107/192) were aged over
40 years, 27.6% (53/192) were between 20 and 39 and 16.7% (32/192) were aged
from 10 to 19 years. Only ten of the 192 suspects provided information on their
vaccination status. These were aged between 10 and 19 and had undergone a full
course of pertussis vaccination. Of these, one was diagnosed with pertussis by
culture and PCR and another by PCR. Of the 192 suspected cases, 70.0% (134/192)
were female, 89% had a cough for 14 to 21 days, 21 (11%) for more than 21 days
and 110 (57,29%) met the clinical criteria for pertussis. Pertussis was confirmed in 10
of the 192 suspects with a prevalence of 5.21% CI(2.03 to 8.38). Amongst the



confirmed cases, five were primary cases, four co-primaries and one was a
secondary case and of these, five were index cases that led to the identification of
five new cases. PCR provided a diagnosis in 100% of the cases, culture 10% (1/10)
and 30% (3/10) with epidemiological linkage. All cases confirmed by PCR and
epidemiological linkage met the CDC clinical guidelines for defining a case of
pertussis. Based on this study, it may be concluded that even in an interepidemic
period, pertussis may be identified as a frequent cause of prolonged cough in
adolescents and adults. PCR could increase the number of confirmed cases,
especially when used in conjunction with culture for diagnostic confirmation, even

when collected between the fourteenth and thirtieth day after the onset of symptoms.

Key words: Pertussis (whooping cough). Adolescents and Adults. Prevalence.

Laboratory Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A doenca coqueluche tem um marco no inicio de minha vida académica,
pois foi & primeira aula que proferi como docente do Curso Médico da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade de Pernambuco. N&o foi um desafio para mim na
época, pois, como pediatra e infectologista, trabalhando com médicos residentes,
académicos de Medicina e Enfermagem nos ambulatérios e enfermarias de Doencgas
Infecciosas e Parasitarias pediatricas (DIP infantil) do Hospital Universitario Oswaldo
Cruz, Gnico na época que internava e tratava os casos de coqueluche na cidade do

Recife, 0 assunto fazia parte do meu quotidiano.

Vivenciei as mudancas do comportamento epidemioldgico da coqueluche
pela literatura e no dia a dia. Em 2005, um dos componentes do nosso grupo da
infectologia pediatrica fez sua tese de doutorado baseado nas criancas internadas
em nossas enfermarias, tendo, como um dos seus objetivos de pesquisa, identificar

a faixa etéria da fonte de infeccdo dessas criangas nos domicilios.

O estudo concluiu que a fonte de infeccdo em adultos s6 foi identificada por
conta dessa investigacdo, seguida ao diagnostico da coqueluche na crianca. E, entre
0os 349 contatos das 57 criangcas com coqueluche, internadas em nossas

enfermarias, 158 eram adultos entre 19 e 39 anos de idade.

Quando decidi fazer doutorado, pensei em dar continuidade ao estudo da
coqueluche. No entanto, estudar o comportamento da B. pertussis nos adolescentes
e adultos na cidade do Recife, fora do ambiente de trabalho, ndo seria uma tarefa
facil, pois toda minha experiéncia clinica e de pesquisa limitava-se ao campus
universitario, o Hospital Oswaldo Cruz. Sair para pesquisar nos distritos da cidade
do Recife foi um desafio, pela complexidade do funcionamento das Redes de Saude.

Por outro lado, como pesquisadora, sabia que seria mais um aprendizado
para mim e que, apesar dos limites de um estudo de prevaléncia, meus resultados
iriam contribuir para um conhecimento da doenga na cidade do Recife em
adolescentes e adultos. Outro ponto importante era que, avaliando a positividade da

reacdo em cadeia de polimerase como método diagndstico nas Unidades de Saude,
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estaria também aumentando a chance de diagndstico de casos da doenca entre 0s

adolescentes e adultos com tosse prolongada.

Face a caréncia de estudos sobre prevaléncia e confirmacdo de casos de
coqueluche em adolescentes e adultos no Brasil através de outro método além da

cultura de secrecao de nasofaringe, foi realizada esta pesquisa.

O local da pesquisa foram as Policlinicas, unidades de Saude da Rede
Publica da cidade do Recife, no periodo de agosto de 2010 a julho de 2011. O
estudo foi conduzido pelo pesquisador e por equipe composta de uma coordenadora
de campo, uma enfermeira que ficou responsavel pela supervisdo das coletas nas
Unidades de Saude que compuseram o local de estudo, dez alunas de Enfermagem
da Universidade de Pernambuco e os técnicos responsaveis pela coleta de materiais

nas respectivas Unidades.
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2 DELIMITACAO DO OBJETO

AlteracOes significativas epidemioldgicas da coqueluche tém sido observadas
na ultima década em diversas regides do mundo. Paises desenvolvidos e com alta
cobertura vacinal nas criangcas vém notificando aumento do nimero de casos em
todas as faixas etarias, especialmente entre adolescentes e adultos e nos menores
de seis meses de idade, nos quais as complicagdes da doenca costumam ser grave
(WOOD; MCINTYRE, 2008).

Véarios estudos tém constatado que adolescentes, adultos, familiares,
especialmente os pais, Sdo 0s principais responsaveis pela dinAmica da transmissao

da bactéria na comunidade e em seus filhos menores (BAPTISTA et al., 2005).

Adolescentes e adultos geralmente cursam com formas clinicas atipicas da
doenca, como tosse de evolugdo prolongada, persistente e ndo especifica A
coqueluche é pouco lembrada como diagnostico diferencial das doencas

respiratorias nessa faixa etaria (BRICKS, 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude, desde 2001, vem chamando a atencgdo
para essas modificagcbes epidemiolégicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011a). Em 2008, um novo encontro foi realizado, e a vigilancia epidemiologica
verificou a existéncia ou a inexisténcia de dados concretos da epidemiologia da
coqueluche em diversos paises. Verificou-se também, os dados oficiais de
incidéncia e prevaléncia sdo subestimados e de dificil comparacao entre os paises
por diferenca nos varios meétodos de deteccédo dos casos, definicdo desses casos e
dos métodos complementares diagnosticos (ULLOA-GUTIERREZ, R. et al., 2010).

Novos métodos diagndésticos mais precisos e sensiveis e definicdo de caso
foram apresentados pelos Estados Unidos, Canada, entre outros paises, para
detectar a Bordetella pertussis (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2012a; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND
CONTROL, 2011; PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA, 2011). O teste de
cultura, considerado padrédo ouro para o diagnoéstico, apresenta baixa sensibilidade

e, quando negativa, ndo afasta o diagnostico devido a varios fatores interferirem nos
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seus resultados. Demonstrou-se que a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
juntamente com a cultura de nasofaringe resulta em aumento da sensibilidade, e,
consequentemente, aumento da confirmagdo dos casos-, entre 0s pacientes com
tosse prolongada em todas as faixas etarias (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2012a; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION
AND CONTROL, 2011).

No Brasil, a coqueluche apresenta comportamento semelhante aos paises
desenvolvidos, com maior numero de casos notificados em menores de um ano de
vida e boa cobertura vacinal nessa faixa etaria (BRASIL. Ministério da Saude.

Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

A confirmacdo de casos em nosso pais € realizada através da cultura de
nasofaringe, manifestacéo clinica e vinculo epidemioldgico, tendo como maior fonte
da notificacdo de casos de pacientes internados e em casos de surtos. Alguns
estados brasileiros, de forma isolada, vém utilizando a reacdo em cadeia de

polimerase como teste diagndstico junto a cultura de nasofaringe, demonstrando
aumento da confirmacéo de casos (CARDOSO; SANTOS, 2012).

No Estado de Pernambuco, o Laboratorio Central (LACEN), ndo utiliza, na

rotina diagnodstica, a PCR para a confirmacao de casos de coqueluche.

Portanto, em nosso pais, devido as inumeras dificuldades diagndsticas,
também, a real incidéncia e prevaléncia da doenca e principalmente entre

adolescentes e adultos, sao ainda subestimadas e sub-relatadas.

No Estado de Pernambuco, o Hospital Universitario Oswaldo Cruz, na cidade
do Recife, no Setor de Doencas Infecciosas, diagnostica e trata a doenca. Os
menores de seis meses de vida ainda ndo vacinados ou com vacinacdo incompleta
contra coqueluche, representam o maior nimero de internamentos em nossas
enfermarias. Observamos no dia a dia que os pais e familiares tém sido a maior
fonte de infeccdo e sO sdo diagnosticados durante o internamento do filho. S&o
tussidores por mais de duas semanas, ndo tratados adequadamente pelo clinico por

nao terem sido reconhecidos como portadores de coqueluche.
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Diante do exposto, apresento a minha tese de doutoramento, ao Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Pernambuco disposta na forma de revisdo de literatura, métodos da

pesquisa, conclusdes, consideracoes finais e recomendacoes.

Os resultados da pesquisa serdo apresentados em forma de dois artigos
originais. O primeiro versa sobre COQUELUCHE PODE SER CAUSA DE TOSSE
PROLONGADA EM ADOLESCENTES E ADULTOS EM PERIODO
INTEREPIDEMICO.

O segundo trata sobre a REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM
TEMPO REAL (PCR) COMO METODO DIAGNOSTICO DA COQUELUCHE EM
ADOLESCENTES E ADULTOS ATENDIDOS NOS AMBULATORIOS DA REDE
PUBLICA DE SAUDE DO RECIFE.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACOQUELUCHE

A coqueluche, também conhecida como tosse comprida, tosse dos 100 dias,
tosse ruidosa, convulsiva ou tosse com guincho, é uma doenca infecciosa altamente
contagiosa, imunoprevenivel, cujo agente etiolégico é a Bordetella pertussis
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL PREVENTION, 2012a; YEH; MINK, 2006).

O termo pertussis (“tosse intensa”, em latim), foi criado em 1669 por
Sydenham (OLSON, 1975). Sua primeira descricdo como doenca foi feita pelo
epidemiologista Guillaume de Baillou, na Franca, em 1578 (HAMPL; OLSON, 1995).

Seu agente etiologico, em 1906, foi isolado por Bordet e Gengou (1906).

A Bordetella pertussis € um cocobacilo gram negativo de cultivo exigente que
apresenta afinidade exclusiva pelas mucosas das vias aéreas respiratorias humanas
(EDWARDS; DECKER, 2008).

3.1.1 A epidemiologia da coqueluche no mundo

A coqueluche permanece, em pleno século XXI, sendo um desafio em seu
controle, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento.
Nos paises desenvolvidos, a vacinacdo universal em lactentes conseguiu reduzir
drasticamente os casos da doenca ao longo dos anos (CELENTANO et al., 2005;
HELLENBRAND et al., 2009; HEWLETT; EDWARDS, 2005; MUNOZ; ENGLUND,
2011).

A protecdo adquirida contra coqueluche tanto pela infeccdo natural quanto
pela vacinacdo basica de trés ou quatro doses da vacina triplice acelular ou de
células inteiras (DPT) tende a cair entre quatro a doze anos ap0s essa protecao
(BRODER et al., 2006; CARVALHO; PEREIRA, 2006; GZYL et al., 2004;
JENKINSON, 1988; VAN RIE; WENDELBOE; ENGLUND, 2005; WENDELBOE et
al., 2005).
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O uso da vacina contra coqueluche conseguiu diminuir a incidéncia e a
gravidade da doenca, mas ndo conseguiu erradicar, nem alterar seu comportamento
epidémico. Continua surgindo com ciclos hiperendémicos a cada trés a cinco anos.
Esses fatos indicam que a B. pertussis permanece circulando na populagéao
(CARVALHO; PRESA, 2008).

E uma doenca que acomete qualquer faixa etaria e, desde a década de 80,
apesar da vacinagdo em massa em lactentes e de boa cobertura vacinal, paises
vém notificando o ressurgimento da doenca, com aumento crescente de casos em

todas as faixas etarias.

Recém-nascidos, lactentes ndo imunizados ou com imunizacdo incompleta,
adolescentes e adultos tém sido os mais susceptiveis a doenca (CROWCROFT,;
PEBODY, 2006; WOOD; MCINTYRE, 2008).

O ser humano € seu Unico hospedeiro e sua principal transmissao se da
através do contato direto com individuos sintomaticos por meio das secre¢des do
trato respiratério, quando tosse ou espirra (HEWLETT; EDWARDS, 2005).

Na América Latina, o numero total de casos informados anualmente tem
oscilado de 20.000 a 30.000. Apesar da cobertura vacinal de trés doses da vacina
antipertussis nas criancas e cobertura de vacinacdo em 93%, surtos da doenca tem
sido detectados (ULLHOA-GUTIERREZ et al.,, 2010). Atualmente vem sendo
informado que a maior ocorréncia da doenca tem sido nas faixas etarias de
neonatos e adolescentes (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2012).

A Organizacdo Panamericana da Saude vem pedindo maior empenho da
vigilancia epidemioldgica no controle e manejo dos casos de coqueluche nas
Américas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2011a).

A taxa de letalidade nos menores de 12 meses de idade nos paises em
desenvolvimento estima-se em 4%. Isso implica a necessidade de serem adotadas
novas medidas na prevencdo da doenca nas Américas (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2012). O Centro de Prevencao e Controle de Doencas (CDC) dos
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Estados Unidos, em 2010, registrou 27.550 casos de coqueluche com surto na
Califérnia, identificando 9.146 casos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2010).

Surtos, hospitalizacdes e morte por coqueluche continuam acontecendo em
todo o mundo (CHERRY et al., 2005). Nos ultimos 20 anos, muitos paises tém
notificado surtos da doengca com maior incidéncia entre os adolescentes e adultos,
que, por sua vez, aumenta o risco de infeccdo em lactentes (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010; EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005).

Em Taiwan, entre 1993 e 2004, o maior numero de casos registrados foi em
menores de um ano de vida e em adolescentes de 10 a 14 anos de idade. Em 1994,
a vigilancia epidemiolégica notificou, em adolescentes, um caso para um milhdo de
habitantes e em 2004, 15 casos por um milhdo de habitantes nessa faixa etaria (LIN
et al., 2007).

Nos Estados Unidos, ocorreu quadro semelhante entre 1990-1996,
principalmente durante 1994-1996. Neste periodo o niumero de casos aumentou em
relacdo ao periodo de 1990-1993 em maiores de 10 anos de idade. Em 1994-1996,
a faixa etéria entre 10-19 anos aumentou em 106% e, nos maiores de 20 anos de
idade aumentou em 93%, quando comparado com o periodo de 1990-1993 (GURIS
et al., 1999). Entre 2004 e 2005 os casos de coqueluche aumentaram 16,7 vezes
nos adultos acima de 20 anos (FAULKNER et al., 2011).

No Canadd, a proporcao de casos de coqueluche em adolescentes e adultos
em 1995, aumentou em 9,6%, em 1998 aumentou em 16,4%, em 2001 aumentou
em 21,2% e em 2004 aumentou 31,3% (PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA,
2011).

Na Catalunha, Espanha, entre 2004 e 2008, 557 casos de coqueluche foram

confirmados com taxa de incidéncia de 2,01 x 10 (-5) pessoas-ano, em 2004 e 4,34,
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em 2008. O aumento do numero de casos observado, comparando 2004 e 2008, foi

no grupo etario de maiores de 35 anos (CRESPO et al., 2011).

A incidéncia de coqueluche nos Estados Unidos permanece elevada. Em
2011, foram relatados 2.462 casos até setembro, apresentando uma taxa de 6,2
casos por 100 mil habitantes, sendo 8,8% (162) de hospitalizacbes e a maioria
ocorreu em criangas menores de seis meses de idade (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2010).

Na Austrdlia, em 2011, 37.880 casos foram notificados com aumento de mais
de 3.000 casos em relacdo aos casos de coqueluche em 2010 (AUSTRALIA.
Department of Health and Ageing, 2011a).

Em janeiro de 2010, na Irlanda, houve relato de surto de coqueluche com 69
casos identificados e 58 casos confirmados por testes laboratoriais. Os casos
ocorreram, principalmente, entre aqueles menores de seis meses de vida, entre um
e quatro anos e entre 10-14 anos de idade. (BARRET et al., 2010).

O Centro de Vigilancia da Europa notificou 15.310 casos em 2010 e a doenga
acometeu principalmente adolescentes entre 10 anos e 14 anos (EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010; LASSERRE et al.,
2011; SERRES et al., 2000; QUINN; MCINTYRE, 2007).

O aumento do numero de casos de coqueluche nessas faixas etarias

promove uma série de repercussoes indesejaveis (CAMPINS-MARTI, 2002).

Entender a epidemiologia da coqueluche entre os adolescentes e adultos vem
sendo uma das prioridades dos principais 6rgdos de Saude Publica do mundo
(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2005).

Adolescentes e adultos representam a principal fonte de transmissao da
doenca a susceptiveis ndo imunes (TAN; TRINDADE; SKOWRONSKI, 2005). Um
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estudo demonstrou que cerca de 80% a 100% dos contatos domiciliares suscetiveis

desenvolvem coqueluche guando em contato com individuo doente (BLACK, 1997).

Outras pesquisas vém confirmando que a coqueluche ¢é introduzida
normalmente na familia pelos pais, principalmente a mée, irmaos mais velhos,
adolescentes e adultos (BAPTISTA et al., 2005; BISGARD et al., 2004; KOWALZIK
et al., 2007).

Em estudo realizado em 2004, 95 casos indices e 404 contatos de
coqueluche com criancas menores de seis meses de vida, 55% de fonte de infec¢ao
para esses pacientes foram seus pais, sendo a mée a principal fonte de
transmissao. Nesse estudo, 76%-83% da fonte de infec¢cdo encontravam-se entre os
familiares adultos (WENDELBOE et al., 2007).

3.1.1.1 A prevaléncia da coqueluche em adolescentes e adultos

Apesar do alerta mundial do avanco da coqueluche e da solicitacdo de maior
empenho na notificacdo e diagnoéstico de casos da doenca e da importancia da
doenca nessas faixas etarias, a coqueluche continua sendo subnotificada e ndo bem
definida no mundo (SENZILET et al., 2001).

A falta de notificacdo de casos de coqueluche nos adolescentes e adultos
dificulta a execucdo de medidas de controle e prevencdo da doengca nos
adolescentes e adultos (PLOTKIN, 2005; WENDELBOE et al., 2007).

O conhecimento da real prevaléncia da coqueluche entre adolescentes e
adultos vem sendo muito discutido e estimuladas as pesquisas nessas faixas etarias
devido ao importante papel dos adolescentes e adultos na disseminacao da doenca
(EDWARDS; DECKER, 2008).

A diversidade dos desenhos de estudo, variaveis definicdes sorologicas e
definicdo de casos de coqueluche utilizados nas pesquisas mundiais, sdo as causas
dos diferentes resultados de prevaléncias observadas (CORTESE, 2007; DILLI et
al., 2008; TAN; TRIDADE; SKOWRONSKI, 2005).
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Em alguns paises da América Latina, a coqueluche ndo é ainda uma doenca
de notificacdo compulséria e em outros paises ndo dispdem de métodos
complementares de diagnostico. Esses fatores tornam a prevaléncia da coqueluche
subestimada também nesse continente (ULLOA-GUTIERREZ, 2008).

Estudos realizados no Canada, Dinamarca, Franca, Italia, Austrélia e Estados
Unidos apresentaram uma prevaléncia em adolescentes e adultos que variou de
10% a 32% (ANTICO; FABOZZI; SCIPIOTTI, 2002; GILBERG et al., 2002; NENNIG,
1996; PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA, 2006; STREBEL et al., 1999).
Nesses e em outros estudos apresentados, observa-se que alguns deles foram
realizados em surtos, outros s utilizaram a sorologia com uma Unica amostra e
outros até sem historia de tosse (DEVILLE et al., 1995).

Na Franca, um estudo prospectivo foi realizado durante nove meses com
pacientes adultos atendidos com tosse em ambulatério do Hospital de Clinica
Médica. O critério de incluséo foi qualquer tipo de tosse persistente por mais de sete
dias. Dos 217 casos suspeitos de coqueluche, 70 casos (32%) tiveram confirmacao
diagnéstica laboratorial. Os testes laboratoriais utilizados para confirmacédo de casos
foram cultura, PCR e sorologia (GILBERG et al., 2002).

No Canada, 442 adolescentes e adultos com tosse prolongada foram
inseridos no estudo para estimar a prevaléncia de coqueluche no periodo de 1993-
1998. Foram selecionados de nove Unidades de Saude Publica de 8 provincias do
Canada que vinham as unidades para atendimento ambulatorial. Todos tinham tosse
persistente por mais de sete dias e 0 maximo encontrado foram de 56 dias. Foram
utilizados como teste diagnostico a cultura, PCR e sorologia. Dos 442 casos
suspeitos de coqueluche, 88 (19,9%) tiveram confirmacdo diagnostica laboratorial
(SENZILET et al., 2001).

Nos Estados Unidos, foram selecionados 155 pacientes adultos com tosse
persistente, com sete dias de evolugdo de tosse persistente dos ambulatérios de
clinica médica. Dos 155 casos suspeitos, foram confirmados 15 (10%) casos. Os
testes utilizados para o diagnostico foram cultura, PCR e sorologia (STREBEL et al.,
1999).
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Dois outros estudos, nos Estados Unidos, realizados em adultos para estimar
a prevaléncia, utilizaram como teste diagndéstico a sorologia de uma Unica amostra
de sangue e a clinica de tosse por mais de 14 dias. As prevaléncias encontradas
foram de 12,4% e 12% respectivamente. Um desses estudos foi realizado durante
um surto epidémico (NENNIG; SHINEFIELD; EDWARDS, 1996; ROSENTHAL et al.,
1995).

Em Taiwan, 111 pacientes adolescentes e adultos com tosse por mais de sete
dias, s0 sete (6,30%) deles tinham tosse caracteristica de coqueluche. Todos
fizeram cultura e PCR e 78 desses se negaram a fazer a sorologia. Dos 111 casos

suspeitos, oito (7,2%) casos foram positivos (HU et al., 2006).

Na Turquia, em estudo de prevaléncia de coqueluche em adolescentes e
adultos, foram encontrados 6,5%. A definicdo de casos confirmados desse estudo foi
por cultura positiva do individuo com tosse ou histéria de contato com caso

confirmado por cultura (DILLI et al., 2008).

3.1.2 A epidemiologia da coqueluche no Brasil

No Brasil, a morbidade da coqueluche, no inicio da década de 80, era de
40.000 notificacdes anuais (coeficiente de incidéncia era superior a 30/100.000
habitantes). Esse numero de notificacdes caiu apos a introducdo sistematica da
vacina contra coqueluche na década de 80, mantendo uma tendéncia decrescente
(BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009).

No ano 2000, o Ministério da Saude tornou a coqueluche uma doenca de
notificacdo compulséria, padronizou a definicdo de caso, introduziu a cultura de
secrecdo de nasofaringe como método complementar de diagnéstico e implantou
Unidades de Vigilancia Epidemiolégica (BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de

Vigilancia em Saude, 2009).

Essas acdes permitiram melhor acompanhamento da tendéncia temporal da

doenca e deteccéo precoce de surtos e epidemias. No Brasil, a coqueluche também
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se comporta com ciclos hiperendémicos em periodos de trés a cinco anos, seguidos

por declinio.

A confirmacdo de casos de coqueluche é dada pelos critérios: laboratorial,

clinico epidemiologico e o critério clinico.

O critério laboratorial € a positividade da cultura pelo isolamento da B.
pertussis. E considerado caso de coqueluche, pelo critério clinico-epidemioldgico,
todo individuo suspeito, que teve contato com caso confirmado como coqueluche
pelo critério laboratorial, entre o inicio do periodo catarral até trés semanas ap0s o
inicio da fase paroxistica da doenca (periodo de transmissibilidade). O critério clinico
€ guando o caso suspeito apresenta alteracdo no leucograma, caracterizado por
leucocitose (acima de 20 mil leucécitos/mm?®) e linfocitose absoluta (acima de 10 mil

linfécitos/mm?), desde que néo exista outro diagndstico confirmado.

Caso suspeito de coqueluche é o individuo, independente de idade e estado
vacinal, apresenta tosse seca ha 14 ou mais dias, associada a um ou mais dos
seguintes sintomas: tosse paroxistica (tosse suUbita, incontrolavel, com tossidas
rapidas e curtas, ou seja, 5 a 10 tosses, em uma Unica expiracdo), guincho
inspiratério, vOmitos poés-tosse. Caso suspeito é também todo individuo,
independente de idade e estado vacinal, que apresenta tosse seca ha 14 ou mais
dias com historia de contato com caso confirmado de coqueluche pelo critério clinico

(BRASIL. Ministério da Saude, 2010).

De acordo com o padrdo das séries temporais, o ultimo ciclo hiperendémico
da coqueluche no Brasil ocorreu no ano de 2008. Em 2008, o numero de casos
confirmados de coqueluche no Brasil foi de 1.344 casos/ano e o coeficiente de
incidéncia foi de 0,3/100 mil habitantes (BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2011).

O Estado de Pernambuco em 2007 confirmou 83 casos. Em 2008 confirmou
129 casos sendo 110 casos em menores de um ano de vida seguindo em ordem
decrescente a faixa etaria de um a quatro anos com 15 casos e quatro casos entre

cinco a nove anos de vida. Nao houve confirmacdo de casos em maiores de dez



32

anos de idade (PERNAMBUCO. Secretaria de Saude. Secretaria Executiva de

Vigilancia em Saude. Diretoria Geral de Controle de Doencas e Agravos, 2011).

A cidade do Recife nesse mesmo ano, também confirmou aumento do
namero de casos. De acordo com os dados registrados na Tabela 1 foram 36 casos
confirmados e todos em menores de 10 anos de idade. A confirmacéo desses casos
se deu por: dois casos por critério laboratorial, cinco casos por critério clinico-
epidemiolégico e 29 casos por critério clinico (RECIFE. Secretaria de Saude, 2011).

Tabela 1 — Nimero de casos de Coqueluche notificados no segundo ano de inicio de sintomas e faixa
etaria; Recife, 2008 — 2011

Ano e Inicio dos FAIXA ETARIA
Sintomas (em anos)
<1 Ano 1-4 5-9 10-14 35-49 Total
2008 29 5 2 - - 36
2009 9 - - - - 9
2010 5 - - - - 5
2011 2 - - - - 2

Nota: Dados provisérios, sujeitos a revisao (dados coletados em 17/07/2011)
Fonte: Pernambuco (2011)

Desde 2010, surtos em diferentes regides do pais, vém sendo registrados,
com um maior nimero de casos em populagcdes com baixa cobertura vacinal,
principalmente em popula¢des indigenas. Foram notificados no Brasil, em 2010,
1.125 casos e confirmados 291 casos de coqueluche (BRASIL. Ministério da Saude.
Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011; CARDOSO; SANTOS, 2012;
CARVALHANAS, 2012).

Pernambuco, nesse mesmo ano, notificou 81 casos, confirmou 30 casos
sendo 26 (86,67%) desses casos, em menores de um ano de vida e quatro (13,33%)
casos em maiores de dez anos. A cidade do Recife no ano de 2010 notificou 15
casos e confirmou cinco casos (33,33%), todos em menores de um ano de vida
(PERNAMBUCO. Secretaria de Saude. Secretaria Executiva de Vigilancia em
Saude. Diretoria Geral de Controle de Doencas e Agravos, 2011; RECIFE.
Secretaria de Saude, 2011).
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Até a 32° Semana Epidemioldgica (SE) de 2011, foram notificados, no Brasil
1975 casos e confirmados 583 casos de coqueluche. Na faixa etaria dos menores de
um ano, foram notificados e confirmados 445 casos, sendo desses, 393 casos
(88,3%) daqueles menores de seis meses de vida, e que continuam sendo 0s mais
notificados e confirmados. Na faixa etaria dos maiores de 10 anos foram
confirmados 61 casos (10,46%), sendo 22 casos (36%) na faixa etaria de 10 a 19
anos e 39 casos (63,93%), naqueles acima de 20 anos (BRASIL. Ministério da
Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011; CARDOSO; SANTOS, 2012,
CARVALHANAS, 2012).

Pernambuco notificou, nesse mesmo periodo, 108 casos, confirmou 17 casos,
sendo apenas sete casos (41,17%) em maiores de 10 anos de idade. A cidade do
Recife confirmou dois casos de coqueluche até julho de 2011 e todos em menores
de um ano de vida. A coqueluche na cidade do Recife e no Estado de Pernambuco,
até julho de 2011, ndo vem demonstrando, ainda, periodo hiperendémico como se
apresenta na Tabela 2 (PERNAMBUCO. Secretaria de Saude. Secretaria Executiva
de Vigilancia em Saude. Diretoria Geral de Controle de Doencas e Agravos, 2011;
RECIFE. Secretaria de Saude, 2011).

Tabela 2 — Coqueluche — Nimero de casos notificados no segundo ano de inicio de sintomas e faixa
etéria: Pernambuco, 2008 — 2011

Ano e Inicio dos FAIXA ETARIA
Sintomas (em anos)
<1 1-4 5-9 10-14 | 15-19 | 20-34 | 35-49 | Total
Ano
2008 110 15 4 - - - - 129
2009 30 7 1 - - - - 38
2010 24 2 - 1 - 3 = 30
2011 10 - - 2 1 2 2 17

Nota: Dados provisorios, sujeitos a reviséo (dados coletados em 03/07/2012)
Fonte: SINAN/GPCAA/DGCDA/SEVS/SES-PE

No estudo de morbidade e mortalidade por coqueluche nos estados
brasileiros no periodo de 2000-2006, foram notificados 16.707 casos e confirmados
6.887 (41%). A proporcéo de casos confirmados de coqueluche em menores de um

ano de vida foi de 61%. O sistema identificou 774 (11%) casos de coqueluche em
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maiores de 10 anos, apesar de ndo se ter uma definicdo de caso de coqueluche
diferenciada e uma vigilancia ativa para adolescentes (BRICKS, 2011; RENOINER
et al., 2006).

Em Pernambuco, observou-se, em estudos realizados sobre coqueluche em
criancas, que, de 58 criancas hospitalizadas com coqueluche, 159 (45,6%) dos 346
contatos dessas criangas, eram adultos, membros da familia, parentes e vizinhos
proximos da casa (BAPTISTA; MAGALHAES; RODRIGUES, 2010). Adolescentes e
adultos foram fontes de infeccdo de 79% dos casos secundarios desse estudo
(BAPTISTA et al., 2005).

Dados publicados sobre prevaléncia da coqueluche entre adolescentes e
adultos no Brasil sdo escassos. No entanto, ja chama a atencdo o aumento do
namero de casos entre 0s menores de seis meses de vida e a importancia dos
adolescentes e adultos como fonte de infeccao para essa faixa etaria de maior risco
de complicagéo e morte.

A maioria dos casos notificados no Brasil € de casos hospitalizados e surtos;
e, 0s Laboratérios Publicos Centrais (LACENSs) dos estados brasileiros utilizam como
teste diagnostico para Bordetella pertussis, cultura de nasofaringe dos casos
suspeitos da doenca (BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2009).

Existe no Brasil, pouca difusdo dos testes diagndsticos sensiveis como a PCR
ou sorologia para diagnostico da coqueluche no Brasil (ULLOA-GUTIERREZ; AVILA-
AGUERO, 2008). Esse fato vem dificultando a comprovacédo laboratorial da
coqueluche quando se trata dos casos de suspeitos com tosse prolongada por mais
de duas semanas de evolucao.

Durante o periodo de 2001-2005, Sdo Paulo avaliou a frequéncia do
isolamento da B. pertussis de 1912 amostras clinicas de casos e comunicantes com
sintomas sugestivos de coqueluche, por meio da técnica de cultura. A positividade

total do teste foi de 9,4%. A faixa etaria de zero a seis meses de vida contribuiu com
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65,0% das amostras positivas e adolescentes e adultos com 19,4% de taxa de
positividade (OLIVEIRA E SILVA et al., 2007).

O Rio Grande do Sul, em 2004, periodo epidémico da coqueluche, notificou
442 casos suspeitos e 245 (55%) confirmados pelos critérios adotados pelo
Ministério da Saude. SO a cidade de Porto Alegre utilizou também PCR como teste
diagnostico junto a cultura, para confirmacdo de casos. O maior numero de casos
confirmados foi na cidade de Porto Alegre, com 61 (25%) dos 245 casos
confirmados em todo o Rio Grande do Sul. A cultura confirmou 8% (5/61) dos casos
e a PCR confirmou 18% (11/61) dos casos. Esse estudo mostrou que a PCR
confirmou maior nimero de casos em relacdo a cultura (TREVIZAN; COUTINHO,
2008).

A partir de 2009, o Instituto Adolfo Lutz/Coordenaria de Controle de
Doencas/SES de S&o Paulo (IAL) disponibilizou a Reacdo em Cadeia de Polimerase
em Tempo Real, junto a cultura para diagnostico laboratorial da B. pertussis. Para
analise do critério de confiirmacdo dos dois métodos diagnosticos, foram
comparados os periodo 2007/2009 sem a PCR e 2010/2011 considerando a
introducdo da PCR. A meédia de confirmacao laboratorial no periodo de 2007/2009
foi de 63% de resultados positivos enquanto de 2010/2011 de 88%. No periodo de
2009/2010, 932 amostras de nasofaringe também foram testadas pelos dois
métodos no Instituto Adolfo Lutz. A cultura e PCR confirmaram 67 (7.2%) casos. A
PCR isolada confirmou 98 (10,5%) casos e 767 (82,0%) foram negativas para
ambas as técnicas. A introducdo da técnica de PCR representou um incremento em
28% na confirmacdo laboratorial dos casos quando comparado os dois periodos de
2007/2009 e 2010/2011 e o segundo estudo demonstrou a maior sensibilidade da
PCR em comparagao com a cultura para B. pertussis (CARVALHANAS et al., 2011;
LEITE et al., 2012).
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3.1.3 Manifestacdes clinicas da coqueluche no mundo

O comportamento clinico da coqueluche apresenta uma diversidade de
expressao que varia com a idade, exposicao prévia a bactéria, seja natural (doenca)
ou adquirida (vacinagao), quando sao tratados com antibioticos precocemente ou
com comorbidade tendo sido comparada a um “Camaledo” por Heininger
(ALTUNAIJI et al., 2007; HEININGER, 2012).

As fases classicas da doenca tem duracdo de quatro a seis semanas e se
dividem, tradicionalmente, em trés fases sucessivas: catarral, paroxistica e de
convalescenca (EDWARDS; DECKER, 2008). A fase catarral dura, em média, uma a
duas semanas. Os sintomas s&o insidiosos e sem caracteristicas da doenga. Surge
com coriza, rinorréia e tosse intermitente semelhante a outras infeccdes

respiratorias.

A fase paroxistica tem duracdo de quatro a seis semanas. As tossidas
tornam-se mais rapidas e curtas ap0s uma inspiracao profunda, dando origem a um
som estridente denominado de “guincho”. Os espasmos agudos (paroxismos) e
guinchos sdo frequentemente acompanhados por vomitos, cianose e apnéia. E
nessa fase onde surgem as complicacbes mais frequentes da doenca. Na fase
catarral e inicio da fase paroxistica, € onde se da o maior contagio da coqueluche.
Apoés a fase paroxistica, os sintomas sdo atenuados por duas a trés semanas,

podendo durar, nessa fase de convalescenca, até meses.

3.1.4 Manifestacdes clinicas da coqueluche em adolescentes e adultos

Adolescentes e adultos apresentam quadro clinico geralmente indistinguivel
de outras infeccBes respiratérias (EDWARDS; DECKER, 2008). Nessas faixas
etarias as manifestacdes clinicas variam desde as formas classicas da doenca até
as formas oligossintomaticas (HEWLETT; EDWARDS, 2005).

Estudos sobre o comportamento clinico da coqueluche em adolescentes e
adultos relatam que, apenas um terco dos adultos cursa com tosse paroxistica
(SERRES et al., 2000). Outros estudos constataram que mais de 50% dos



37

individuos adultos vacinados apresentam manifestacdes clinicas atipicas da doenca
e que cerca de 2 a 3% apresentam sintomas ou complicacdes suficientemente

graves que levam a hospitalizacdo (VON KONIG et al., 2002).

Tosse de evolucado prolongada, por mais de trés semanas, pode ser o Unico
sintoma clinico da doenca nesses faixas etarias, segundo relatos clinicos e
publicagdes (BRICKS, 2011; CHERRY et al., 2005; ROTHSTEIN; EDWARDS, 2005).

Na Alemanha, um estudo conduzido em adultos com coqueluche verificou que
80% destes adultos apresentaram tosse por mais de trés semanas e que 25%
sofreram algum tipo de complicacdo (POSTELS-MULTANI et al., 1995).

Estudos prospectivos realizados nos Estados Unidos e Australia mostraram
que 25% dos casos de tosse persistentes por mais de 21 dias em adolescentes e
adultos estdo associados a coqueluche (CAMPINS-MARTI et al.,, 2002; MINK;
SIROTA; NUGENT, 1994; WRIGHT et al., 1995).

Em um estudo aleméo, comparando as manifestacdes clinicas da doenca
entre adultos, com 18 a 73 anos de idade, e seus filhos menores com coqueluche, a
tosse persistente, sem as caracteristicas proprias da doenca, foi o que predominou
nos adultos desse estudo (WIRSING VON KONIG; TACKEN; FINGER, 1991).

Em contraste com essa observacao clinica, outros autores sugerem que entre
21% a 86% dos adultos com coqueluche apresentam sintomas classicos da doenca
(ROSENTHAL et al., 1995; TROLLFORS; RABO, 1981; WRIGHT et al., 1995; YIH et
al., 2000). Um estudo canadense, com 77 pacientes adultos com coqueluche
confirmados por testes de laboratério, 96% desses pacientes apresentaram tosse
paroxistica e 50% tiveram vomitos pos-tosse (SENZILET et al., 2001).

As complicacbes mais frequentes da coqueluche em adultos sao
incontinéncia urinaria fratura de costela, pneumotérax, hérnia inguinal, pneumonia,
convulsGes e otite média. Ocorrem em aproximadamente 25% dos adultos e
principalmente nos maiores de 60 anos de idade podendo ser fatais (CORTESE et
al., 2008; MERTENS et al., 1999; SCHMITT et al., 1995; SERRES et al., 2000).
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3.1.5 O diagnéstico laboratorial da coqueluche

O diagnostico precoce da coqueluche e o tratamento dos casos com
antibioticoterapia podem diminuir a gravidade dos sintomas e limitar o periodo de
transmissdo. Quando a coqueluche acomete adolescentes, adultos e individuos
previamente vacinados, o diagndéstico clinico isolado torna-se dificil. Aléem de ser
pouco lembrada em adolescentes e adultos, mesmo quando 0s sintomas classicos
da doenca sao evidenciados, profissionais de Saude em geral, equivocadamente,
ainda consideram a coqueluche como uma doenca de crianca (ROTHSTEIN;
EDWARDS, 2005; SENZILET et al., 2001).

A realizacdo de exames laboratoriais especificos para confirmagéo
diagnéstica da coqueluche € de extrema importancia. Por décadas, os métodos
diagnésticos utilizados foram os sintomas clinicos especificos da doenca e a

deteccdo do agente etioldgico.

Atualmente, a maioria dos Centros de Vigilancia Epidemioldgica dos paises
desenvolvidos utilizam, para confirmacédo de casos de coqueluche, além da cultura
de nasofaringe para isolamento da B. pertussis, métodos diagnosticos mais
sensiveis, como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e a sorologia para
identificacdo de anticorpos antipertussis e vinculo epidemiolégico (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012a; EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2011; GUISO et al.,, 2010; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011a).

Na America Latina, a diversidade diagndstica, tanto clinica como laboratorial,
tem dificultado a vigilancia da doenca neste continente. Em alguns paises, a cultura
e a notificacdo de casos s6 sao realizadas em pacientes internados. A
sintomatologia clinica e exames inespecificos sdo 0s que confirmam o diagndéstico. A
PCR e a sorologia ndo fazem parte da rotina diagnéstica (ULLOA-GUTIERREZ;
AVILA-AGUERO, 2008).

A cultura de nasofaringe € considerada padrdo ouro para o diagnostico da

coqueluche, apesar de suas limitacbes como teste. A B. pertussis exige
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meticulosidade em seu semeio e € labil no meio de cultura. Apresenta 100% de
especificidade e sensibilidade que varia de 30% a 50% de acordo com a fase da
doenca, tempo de semeio, técnica utilizada, meio de transporte e uso prévio de
antibiético pelo paciente. O resultado desse teste leva cerca de sete a dez dias entre
a coleta da amostra e o resultado para excluir ou confirmar o diagnostico (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011b; PUBLIC HEALTH AGENCY
OF AUSTRALIA, 2011).

O tempo ideal para realizacdo da cultura é na fase aguda da doenca, menos
de duas semanas apos o inicio da tosse, pois, a partir dai a sensibilidade tende a
cair, sendo infrequente ser positiva na fase de convalescenca da coqueluche
(PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA, 2011). Nos adolescentes e adultos, por
ser geralmente doenca de diagndstico tardio, a positividade desse método € baixa,
variando de zero a trinta por cento nessa faixa etaria (PUBLIC HEALTH AGENCY
OF CANADA, 2011).

A PCR tem sido usada desde o inicio de 1990 para detectar a B pertussis em
espécimes respiratérios. Quando comparado com a cultura tem a vantagem de
detectar pequenas quantidades do microorganismo (-10), que ndo precisam estar
estaveis; tem maior sensibilidade que a cultura; varia de 70% a 99% e especificidade
de 86% a 100%. A positividade desse método permanece por mais tempo em
relacdo a cultura, ndo sofre interferéncia com uso prévio de antibioticos e
recomenda-se ser realizada a coleta até quatro semanas apoés o inicio da tosse. A
partir dai, a sensibilidade do teste tende a cair. E recomendada para o diagnostico
de coqueluche, em adolescentes e adultos (PUBLIC HEALTH AGENCY OF
AUSTRALIA, 2011).

A técnica utilizada desse método diagndstico permite monitorar a reacdo da
PCR enquanto os ciclos se sucedem e detectar o produto da amplificacdo a medida
gue ele esta sendo formado, dispensando a etapa de eletroforese em gel. O sistema
€ baseado na deteccdo e quantificacdo de um corante fluorescente, cujo sinal
aumenta em propor¢ao direta a quantidade de fragmentos amplificados na reacao
de PCR. A visualizacdo da reacao se faz por meio de sondas marcadas com corante

fluorescente, conhecida como TagMan®. Esse sistema apresenta alta
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especificidade, ligando-se somente ao produto da PCR. A fluorescéncia emitida
permitira a construcdo de uma curva que demonstrard a quantificacdo do DNA

bacteriano, registrada em um computador acoplado ao aparelho (FARAH, 2007).

A sorologia, como teste de rotina para confirmacdo de casos de coqueluche,
ainda nao é utilizada na maioria dos paises. Seu uso, como teste diagndstico, &
limitado em alguns centros da Europa, Austrélia e dos Estados Unidos. A técnica
mais empregada é o Elisa (pesquisa de anticorpos IgG por ensaio imunoenzimatico).
Esses anticorpos sédo contra componentes da B.pertussis: hemaglutinina
filamentosa, fimbrias e pertactina. Este teste de sangue pode ser feito em dosagem
Gnica ou com duas amostras pareadas para avaliar 0 aumento de anticorpos apo6s
infeccdo. E util no diagnostico tardio da doenca (EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2010).

A sensibilidade dos testes laboratoriais varia com a idade do paciente, fase da
doenca, uso prévio de antibidtico e estado vacinal (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2011; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2011; MASSAY, 2007).

De acordo com a fase da doenca, os testes diagndsticos apresentam maior

positividade:

a) fase catarral (inicio dos sintomas até duas semanas de doenca):
maior positividade para cultura bacteriana e PCR.

b) fase paroxistica (de 2 a 8 semanas de doenca): a positividade da
cultura torna-se mais baixa; a PCR ainda se mantém positiva e a
sorologia é elevada.

c) fase de convalescenca (de 8 a 12 semanas de doenca): s6 a

sorologia se mantém positiva por maior tempo.

Para avaliar a positividade de dois testes diagndsticos de casos de suspeitos
de coqueluche, cultura e PCR foram realizados em 182 espécimes de suspeitos com
tosse. Desses, 148 tinham tosse paroxistica. A cultura identificou 12 (8.1%) casos e
a PCR, 45 (30.4%) casos positivos (KOSTERS; RIFFELMANN; WIRSING VON
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KONG, 2001). Outro estudo avaliou a positividade da PCR e cultura em 57
espécimes de suspeitos de coqueluche, oito (14%) foram positivas pela cultura e 19
(33%) foram positivas pela PCR (TEMPLETON et al., 2003).

Para confirmacédo de casos de coqueluche, cultura e PCR foram realizadas
em 3096 espécimes na rotina diaria de um laboratério no periodo de 2000-2003.
Foram identificados 496 casos positivos (16%), sendo 17 (3%) desses por cultura e
208 casos (42%), por PCR (DRAGSTED et al., 2004).

Utilizando trés métodos diagnosticos (cultura, PCR e sorologia) em 808
amostras de casos suspeitos de coqueluche, um estudo encontrou positividade em
79 desses. Dos 79 casos positivos, 38 foram positivos para os trés métodos. A PCR
confirmou 66 casos (83,54) e, em nenhum dos casos de cultura positiva, a PCR foi
negativa. A PCR aumentou 1,7 vezes mais o diagnostico da coqueluche nesses
estudos (KNORR et al., 2006).

Para avaliar a positividade da PCR e a interferéncia do uso de antibiotico
prévio antes da coleta do espécime, observou-se que a sensibilidade do teste variou
de 100% apos cinco dias, 83%, apos 14 dias e 66% com 21 dias (BIDET et al.,
2008).

Para melhor vigilancia epidemioldgica, € necessario que novos meétodos
diagnosticos para confirmacéo de casos de coqueluche sejam incorporados a rotina
dos Servicos Publicos de Saude (ULLOA-GUTIERREZ, et al., 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia da coqueluche e avaliar o uso da reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real para seu diagnostico entre adolescentes e adultos com
tosse prolongada por mais de 14 e menos de 30 dias, assistidos em Policlinicas da
Rede Publica da cidade do Recife.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Identificar a frequéncia da PCR e da cultura positiva entre os adolescentes e

adultos com tosse por mais de 14 e menos de 30 dias assistidos em Policlinicas da

Rede Publica da cidade do Recife.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo de prevaléncia consistiu em um corte seccional na populacdo de
adolescentes e adultos com tosse prolongada, atendidos em Policlinicas da Rede
Publica da cidade do Recife, entre agosto de 2010 a julho de 2011, para estimar a

prevaléncia da coqueluche nessa populacao.

O estudo da reacdo em cadeira de polimerase em tempo real avaliou a
positividade da técnica, como método de diagndéstico da coqueluche, nas
policlinicas, da Rede Publica da cidade do Recife.

5.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada nas Policlinicas, da Rede Publica da cidade do
Recife, previamente selecionadas e que tinham realizado mais de 100

atendimentos/més.

5.3 DEFINICAO DA POPULACAO

A populacdo foi composta de adolescentes e adultos que procuraram
atendimento ambulatorial em Policlinicas da Rede Publica de Saude da cidade do
Recife, por demanda espontédnea, com histéria de tosse por mais de 14 e menos de
30 dias.
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5.3.1 Estudo da Prevaléncia

Adolescentes e adultos atendidos em Policlinicas da Rede Publica da cidade

de Recife, com historia de tosse por mais de 14 dias e menos de 30 dias.

5.3.2 Estudo de avaliagdo da técnica da reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Adolescentes e adultos atendidos em Policlinicas da Rede de Publica da
cidade de Recife, com historia de tosse por mais de 14 dias e menos de 30 dias e os

seus contatos.

5.3.3 Critérios de inclusdo para o estudo de Prevaléncia e Avaliacdo da PCR

em tempo real

Pacientes com idade acima de 10 anos atendidos nas Policlinicas da Rede
Publica da cidade do Recife que tenham apresentado tosse por mais de 14 dias e

menos de 30 dias;

5.3.4 Critérios de excluséo para o estudo de Prevaléncia e Avaliacdo da PCR

em tempo real

Pacientes imunodeprimidos, com tuberculose, bronquite crénica ou com

diagnostico de outra doenga que evolua com tosse prolongada.

5.4 TIPOS DE AMOSTRAGEM

A amostra foi selecionada por demanda espontanea sendo escolhidas as
Unidades de Saude de forma aleatéria com probabilidade proporcional ao ndmero

de atendimentos:

a) sorteio das unidades de saude: de cada distrito sanitario foram
selecionadas aleatoriamente, com probabilidade proporcional ao numero de

atendimentos, duas Unidades de Saude;
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b) selecdo dos individuos: mediante a informacédo dos critérios de inclusao
da pesquisa, os individuos que foram espontaneamente as Unidades de Saude para

atendimento foram convidados a participar do estudo.

A cidade do Recife esta dividida em seis distritos sanitarios e possui 34

Policlinicas na Rede Publica.

5.5 DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

5.5.1 Estudo de Prevaléncia

O célculo do tamanho da amostra para estimar a prevaléncia de coqueluche
entre os adolescentes e adultos com tosse prolongada foi realizado através do
programa Epi-info 6, usando, como referéncia, os estudos que identificaram a
coqueluche em 25% dos adolescentes e adultos com tosse prolongada e esperando
que, em 25% dos adolescentes e adultos com tosse prolongada, tenham como
causa da tosse, a coqueluche, e como pior resultado, apenas 19% deles tenham
coqueluche (CAMPINS-MARTI et al.,, 2002; MINK; SIROTA; NUGENT, 1994;
WRIGHT et al., 199).

Para a realizacdo do estudo foi necessario um total de 201 pacientes com

tosse prolongada para um nivel de confianca de 95%.

5.5.1.1 Parametros

Amostra estimada = 201 individuos
Prevaléncia = 25%
Erro maximo aceitavel= 6%

Nivel de confianga = 95%
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5.5.2 Estudo de Avaliacdo da positividade da técnica da reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real

A amostra foi selecionada a partir dos individuos elegiveis para o estudo de

prevaléncia.

5.5.2.1 Amostras estimadas

201 individuos com tosse prolongada do estudo de prevaléncia para um nivel

de confianca de 95%.

5.6 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS

5.6.1 Variaveis da 12 etapa do estudo

5.6.1.1 Prevaléncia

Sintomaticos respiratdrios: tosse por periodos superiores a 14 dias.

5.6.1.2 Idade

Foram categorizadas como adolescentes individuos na faixa etaria maiores
de 10 a 19 anos de idade.
Foram categorizadas e estratificadas como:
Adultos maiores de 20 anos:
20 anos a 29 anos
30 anos a 39 anos

> 40 anos
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5.6.1.3 Sexo
Feminino

Masculino

5.6.1.4 Aspectos clinicos da coqueluche em adolescentes e adultos

- Tosse prolongada: tosse seca, irritativa, persistente com evolucado de mais
de 14 dias. Sim/Néo
- Tosse paroxistica: tosse sUbita, em acesso, incontrolavel.
Sim/Nao
- Tosse com guincho: a tosse torna-se cada vez mais rapida e curta e, apés
a inspiracdo profunda, produz um som estridente, ou seja, o guincho.

Sim/Nao

5.6.1.5 Cianose

Arroxeamento da face ou labios apés acesso de tosse.

Sim/Néao
5.6.1.6 Vomito pos-tosse

Sim/Nao

5.6.1.7 Periodo de tosse

14 a 19 dias de tosse:

> 20 dias e menos de 30 dias de tosse
5.6.1.8 Estado vacinal

Vacinagdo completa, Vacinacdo completa ha mais de 10 anos e néo

informado.
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5.6.1.8.1 Esquema de vacinagao completa

O individuo que havia recebido trés ou quatro doses de DPT durante a

infancia.

5.6.1.8.2 Esquema de vacinacdo completa ha mais de dez anos

O individuo que havia recebido trés a quatro doses de DPT durante a infancia,

mas a ultima dose havia sido aplicada ha mais de dez anos.

5.6.1.8.3 Esquema de vacinag¢ao nao informado

O individuo que nao souber informar sobre suas vacinas ou sobre as vacinas

do menor sob sua responsabilidade.

5.6.2 Variaveis da 22 etapa do estudo

5.6.2.1 Reacdo em cadeia de polimerase em Tempo Real (PCR)

5.6.2.1.1 Positiva

Foi considerado positivo, na presenca de amplificacdo do fragmento de B.

pertussis identificou-se o perfil caracteristico da B. pertussis.

5.6.2.1.2 Negativa

Foi considerado negativo, na auséncia de amplificacdo desse fragmento.

5.6.2.2 Cultura de nasofaringe

5.6.2.2.1 Positiva

Cultura de nasofaringe com presenca de crescimento de B. pertussis.
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5.6.2.2.2 Negativa

Cultura negativa na auséncia de crescimento da B. pertussis apos 12 dias de

cultivo.

5.6.2.2.3 Falso negativo

Foram considerados resultados falso-negativos quando o individuo
apresentou PCR em tempo real negativo, porém, com sintomas de coqueluche e

diagnéstico confirmado por cultura ou vinculo epidemiolégico.

5.6.2.2.4 Falso positivo

Foram considerados resultados falso-positivos quando o individuo apresentou
PCR em tempo real positivo, porém, sem sintomas de coqueluche e sem vinculo

epidemioldgico.

5.6.3 Vinculo epidemiolégico

Todo caso suspeito que teve contato com caso confirmado como coqueluche
pelo critério laboratorial (cultura ou PCR positiva para B. pertussis) entre o inicio da
fase catarral da doenca, até trés semanas apos o inicio do periodo paroxistico da

doenca (periodo de transmissibilidade).

5.6.4 Classificacdo de caso

5.6.4.1 Caso indice

Primeiro paciente de um domicilio, ambiente de trabalho ou sala de aula
atendido em Policlinicas da Rede de Saude da cidade do Recife com historia de
tosse ha mais de 14 e menos de 30 dias com coqueluche confirmada por PCR e/ou

cultura positiva para B. pertussis.
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5.6.4.1.1 Contato

Todo o individuo que passou a maior parte do dia no mesmo domicilio, que
trabalhou no mesmo ambiente do caso indice ou frequentou a mesma sala de aula

do caso indice.

5.6.4.1.2 Contato sintomatico

Todo individuo que tenha apresentado tosse nos ultimos 21 dias, que sejam
contato do caso indice.

5.6.4.1.3 Contato confirmado de coqueluche

O individuo com tosse e com cultura de secrecao de nasofaringe positiva ou
individuos que preencham os critérios de definicdo de caso clinico de coqueluche e

PCR positiva para B. pertussis.

5.6.4.2 Caso confirmado por relacéo epidemioldgica

O individuo com tosse ha mais de 14 dias associada a uma dos seguintes
fatores: tosse paroxistica, guincho inspiratério, vomitos pos-tosse, cultura ou PCR

negativa, mas foi contato de um individuo com coqueluche confirmada.

5.6.4.3 Nao caso de coqueluche

Os contatos sem sintomas de coqueluche na hora da coleta da secre¢édo de
nasofaringe para realizagdo da PCR e culturas que permaneceram sem sintomas de

coqueluche no periodo de 21 dias ap0s coleta.

5.6.4.4 Caso primario

Individuo com coqueluche confirmada que primeiro apresentou sintomas no

domicilio, ambiente de trabalho ou sala de aula.
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5.6.4.5 Caso copriméario

O individuo com coqueluche confirmada, cujos sintomas tiveram inicio entre

um e seis dias apoés o inicio dos sintomas do caso primario.

5.6.4.6 Caso secundario

O individuo que apresentou sintomas de coqueluche iniciados entre sete e 21

dias apos o inicio dos sintomas do caso primario.

5.7 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA E TECNICAS

5.7.1 Operacionalizacdo da Pesquisa

Para os procedimentos de coleta de dados foram seguidas quatro importantes

etapas:

5.7.1.1 Etapa 1

Capacitacdo do grupo de pesquisa sobre a técnica correta de realizacdo do
exame com a utilizacdo de swab. Esse grupo foi composto pela pesquisadora, que
esteve responsavel por treinar a equipe; por uma coordenadora de campo,
enfermeira mestranda do Programa Associado de Pds-Graduacdo em Enfermagem
em Promocdo a Saude, responsavel por supervisionar a coleta nas Unidades de
Saude que compdem o local de estudo; participaram, também, dez graduandas de
Enfermagem da Universidade de Pernambuco e o0s técnicos responsaveis pela

coleta de materiais nas respectivas Policlinicas.

5.7.1.2 Etapa 2

Cada membro do grupo tornou-se responsavel por um local de coleta e
divulgacdo da pesquisa entre profissionais de Salude e a comunidade, utilizando a
educacdo em Saude, com palestras, cartazes e banners como estratégias de
sensibilizagdo da populagéo local. Nos locais de coleta eram realizadas as
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apresentacdes acerca da tematica e assim, in loco, conseguia-se conscientizar as
pessoas que participaram do estudo. O material de apresentacdo continha
esclarecimentos sobre a doenca e a definicdo de caso suspeito de coqueluche em
adolescentes e adultos com tosse por mais de 14 dias e menos de 30 dias,

associada ou ndo a guincho, vémitos pés-tosse e paroxismo de tosse.

5.7.1.3 Etapa 3

Neste momento, apos sensibilizar e identificar os individuos que se
apresentavam dentro do quadro clinico para coqueluche, esses, apds assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), preenchiam um formulério (em
anexo) contendo dados de identificacdo pessoal, historia clinica para o agravo em
estudo, sobre a vacinacdo de cada participante e informacdes relacionadas aos
resultados dos exames laboratoriais, que s6 foram preenchidas ap0s resultados
laboratoriais do swab. Também foi preenchida pelo pesquisador a ficha de
notificacdo do caso suspeito para conhecimento da Vigilancia Epidemiolégica do

Municipio.

5.7.1.4 Etapa 4

Apoés coleta do material biologico, esse era encaminhado aos Laboratérios

Marcelo Magalhdes para realizacdo das PCRs e, ao LACEN, as culturas para

confirmagédo dos resultados dos testes-diagnostico.

5.7.2 Métodos de Coleta e Padronizacao das Técnicas

5.7.2.1 Método de Coleta

5.7.2.1.1 Exame bacteriolégico e PCR

Foi coletada secre¢ao de nasofaringe para cultura de B. pertussis e PCR em
todos os participantes da pesquisa com sintomatologia respiratéria.
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Em se tratando da Padronizacdo da Técnica do Exame bacterioldgico, apos
imobilizar a cabeca do paciente, um estilete ultrafino, flexivel, estéril com ponta
coberta por poliéster, fabricado pela Hardwood Products Company LP em Guilford,
Maine, USA, era introduzido delicadamente através da narina até tocar a
nasofaringe posterior. O estilete era deixado nessa posicdo durante 10 segundos e
era retirado lentamente. O material coletado foi semeado no meio de transporte
(meio Regan-Lowe para transporte) e o estilete submerso cerca de trés milimetros

no meio de transporte.

O tubo para transporte continha meio de transporte para B. pertussis,
equivalente a 50% da concentracdo do meio de Regan-Lowe para cultura, fabricado
pela Oxoid Unipath LP em Hampshire na Inglaterra. Esses tubos contendo os meios
de transporte eram etiquetados com data de validade e acondicionados em

geladeira com validade de dois meses.

O meio de transporte era retirado da geladeira 20 minutos antes da coleta
para atingir a temperatura ambiente. O tubo de transporte recebeu etiqueta com
nome do paciente, data da coleta e o0 niumero da unidade em que foi coletado o

material biolégico para melhor identificagcdo do paciente na pesquisa.

O material para realizagcdo da cultura era transportado de imediato na
temperatura ambiente para o laboratoério, onde, ao chegar, era semeado no meio de
Reagan Lowe, tornado seletivo pela adicdo de cefalexina 40mg/L. em placas
devidamente identificadas.

A placa e o0 meio de transporte foram incubados em estufa a temperatura de
35°C com umidade suficiente para evitar dessecacdo. As placas eram examinadas
diariamente até o 12° dia. Placas negativas eram desprezadas ap0s constatacdo. As
colonias suspeitas de serem B. pertussis foram confirmadas através de provas

bioquimicas.
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5.7.2.1.2 PCR em Tempo Real

Através da narina contra lateral utilizada para coleta de secrecdo de
nasofaringe para realizagdo da cultura, foi coletado o material para realizagdo do
PCR.

Quanto a Padronizagdo da Técnica da PCR em Tempo Real, as reacdes de
amplificacdo do material gendmico séo realizadas em maquina de PCR em tempo
real (Icycler 1Q5, BioRad) utilizando o sistema TagMan® para deteccédo do produto
de amplificacdo. O principio do sistema utilizado na PCR em tempo real consiste na
combinagédo de um termociclador com a detecgéo de fluorescéncia emitida em cada

ciclo.

O método de TagMan® utiliza uma sonda marcada com uma molécula
fluorescente (fluoréforo) e outra de apagamento intramolecular (quencher) além do
par de oligos iniciadores (primers) que se utilizam na PCR comum.

A sonda € constituida de uma sequéncia-alvo que esta entre os dois oligos
iniciadores. Enquanto a sonda esta livre em solucéo, o fluoréforo e o quencher que
ficam nas extremidades da sonda s6 emitem sinal quando sao separados por meio

da clivagem da sonda pela enzima TagMan® DNA polimerase durante a reacao.

Portanto, durante a reacéo, quando as sondas se ligam na sequéncia-alvo, 0
fluoréforo e o quencher sdo separados, e a fluorescéncia pode ser mensurada pela

maquina.

Foram utilizados primers especificos para a regido 1S481 para a B. pertussis e
IS1001 para a B. parapertussis e uma sonda TagMan® marcada com FAM

(fluoréforo), especifica para cada regiao.

As reagfes da PCR foram preparadas utilizando o reagente TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), contendo

nucleotideos, tampao, UNG, AmpliTaq®, de acordo com instrucdes do fabricante.
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Foi utilizada a plataforma Icycler IQ5 (BioRad), com o seguinte protocolo de
ciclagem: um ciclo de 50°C durante dois minutos; um ciclo de 95°C durante 10

minutos; 50 ciclos de 90°C durante 50 segundos e 60°C durante um minuto.

No que tange a extracdo do DNA do material coletado através de esfregaco
da nasofaringe, foi realizada empregando-se o kit comercial QlAamp Mini Kit da
Qiagen (Chattlesworth, CA, EUA), com protocolo para esfregaco sugerido pelo
fabricante.

Neste método, a amostra é submetida a uma lise enzimatica com proteinase
K, subsequentemente é tratado com um agente caotrépico, o hidrocloreto de
guanidina, e esse lisado € finalmente passado através de uma coluna de silica, que
possui afinidade por acidos nucléicos. Apds sucessivas lavagens, o DNA/RNA

aderido a silica é eluido com 200uL do tampéao adequado, provido no Kit.

O material coletado tanto para realizacdo de cultura como de PCR em tempo
real foi encaminhado pelo pesquisador ou pelos auxiliares da pesquisa para o
Laboratério Marcelo Magalhaes, situado a Rua Sete de Setembro n® 253, no Bairro
da Boa Vista na cidade do Recife, para realizacdo da PCR em tempo real, e ao
Laboratorio Central do Estado de Pernambuco (LACEN) Dr. Milton Bezerra Sobral,
situado na Praca Oswaldo Cruz, s/n, no Bairro da Boa Vista, na cidade do Recife,

para realizacdo da cultura.
5.7.3 Processamento de Dados
Apoés essas etapas, os resultados dos materiais da coleta eram preenchidos

nos formularios e repassados para um banco de dados, utilizando planilhas
construidas no programa EXCEL® 2007, para posterior analise estatistica.
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6 ANALISE ESTATISTICA

6.1 DESCRICAO DA ANALISE

Foi realizada analise descritiva dos dados por meio de distribuicdo de
frequéncia e média com seus respectivos desvios-padrées. Na analise comparativa
da idade dos suspeitos, segundo a positividade para coqueluche, foi aplicado o teste
t de student para amostras independentes e testada a normalidade pelo teste de
Komogorov-Smirnov. Na andlise das associa¢des, quando a variavel independente
era categorica, foi utilizada uma estatistica ndo paramétrica, sendo aplicado o teste
exato de Fischer. A significancia estatistica adotada para analise das hip6teses foi
de 5% (p < 0,05).
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7 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE e autorizado pela Geréncia
de Desenvolvimento de Pessoas da Prefeitura do Recife, Secretaria de Saude, para
desenvolver o projeto da pesquisa, nos Distritos Sanitarios da Secretaria de Saude

do Recife.

Apoés serem reconhecidos como suspeitos da doenca pelo pesquisador, 0s
responsaveis pelos menores e os individuos maiores de idade foram esclarecidos
sobre os exames a que seriam submetidos e que todos esses procedimentos para
sua avaliagdo ja fazem parte da rotina de diagnéstico e do tratamento da

coqueluche.

Foi apresentado ao responsavel um Formulario de Consentimento (Anexo A)
para ser assinado, caso esse concordasse com a participacdo dos menores sob sua

responsabilidade.

Solicitou-se, aos maiores de idade, a permisséo para participar da pesquisa e,
caso concordassem, era apresentado o Formulario de Consentimento para ser

assinado.

Foi realizada a quimioprofilaxia dos contatos de acordo com a orientacéo da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude. Durante o preenchimento
do formulario da pesquisa também foi preenchido e entregue ao LACEN, a ficha de
notificacdo de casos de coqueluche da Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria de

Saude do Estado e da Prefeitura da Cidade do Recife.
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Resumo

Objetivos: Identificar a prevaléncia de coqueluche em adolescentes e adultos com
tosse prolongada por mais de 14 dias e menos de 30 dias. Métodos: Dez unidades
ambulatoriais do Sistema Publico de Saude na cidade do Recife, Brasil, foram
selecionadas aleatoriamente para a pesquisa. Foram incluidos no estudo, individuos
maiores de 10 anos com tosse ha mais de 14 dias e menos de 30 dias. Coletou-se
secrecdo de nasofaringe com swab para realizacdo de cultura e reacdo em cadeia
de polimerase (PCR em tempo real) em todos os participantes para identificacdo da
Bordetella pertussis. Foi utilizada a definicdo de caso de coqueluche do Centro para
Controle e Prevencao de Doengas dos Estados Unidos (CDC). Resultados: Foram
identificados 192 individuos com tosse por mais de 14 e menos de 30 dias. A média
de idade foi de 40,7 anos e 70,0% eram do sexo feminino. Entre casos suspeitos,
62,5% apresentaram guincho inspiratorio, 14,1%, cianose e 79,1%, vomitos pos-
tosse. A coqueluche foi confirmada em 10 dos 192 casos suspeitos, sendo estimada
uma prevaléncia de 5,21 % IC (2,03 a 8,38). A cultura e PCR foram positivas em um
paciente. Todos os casos confirmados por PCR (7/10) e por vinculo epidemioldgico
(3/10) preenchiam o critério clinico de definicdo de caso de coqueluche do CDC.
Conclusao: Coqueluche mesmo em periodo interepidémico pode ser identificada
como importante causa de tosse prolongada entre adolescentes e adultos. A PCR

permitiu identificar 100% dos casos.

Palavra Chave: Coqueluche; Tosse prolongada, Adolescentes e adultos;

Prevaléncia.
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Introducéo

Epidemias de coqueluche tém sido observadas em vérias regides do mundo
nas Ultimas décadas do século passado e continuam ocorrendo no século atual'. As
epidemias tém ocorrido independentemente da cobertura vacinal dessas regides. A
Organizacdo Mundial de Saude estima que, em 2008, ocorreram cerca de 16
milhdes de casos de coqueluche e 195.000 mortes no mundo, 95% dos casos nos
paises em desenvolvimento®’. Foi observado ainda aumento do ndmero de
notificacdes de casos de coqueluche entre adolescentes, adultos e nos menores de
seis meses de idade; nessa faixa etaria a coqueluche pode ser uma doenca grave®*.
Adolescentes e adultos tém sido identificados como a principal fonte de
contaminacdo da coqueluche em surtos intradomiciliares> ®’. Entre adolescentes e
adultos, o diagnostico de coqueluche é pouco lembrado; nessa faixa etaria, ela cursa
com formas clinicas atipicas, caracterizada por tosse de evolucdo prolongada,

persistente e inespecifica®®.

Apesar de alguns estudos terem observado que tosse prolongada em
adolescentes e adultos pode ser coqueluche, a real prevaléncia da coqueluche
nessa faixa etaria continua sendo subestimada'®. A OMS, desde 2001, chama a
atencdo para as mudancas observadas na epidemiologia da coqueluche!. Em 2010,
0 CDC registrou 27.550 casos de coqueluche nos Estados Unidos e, na Europa, o
Centro Europeu de Controle e Prevencdo de Doencas registrou 15.749 casos, com
maior prevaléncia entre os adolescentes de 10 anos a 14 anos de idade'***. Em
estudos realizados em diferentes regides do mundo, a prevaléncia de coqueluche
entre adolescentes e adultos variou de 10% a 32%'**>. A variedade de métodos
diagnésticos e definicdo de casos utilizados pode ser uma das causas da diferenca
nas prevaléncias observadas'®*®!’. No entanto, esses estudos tém contribuido para

estratégias de controle da vigilancia da coqueluche nesses paises.

Em alguns paises da América Latina, a coqueluche ndo é uma doenca de
notificacdo compulsoria e outros paises nao dispdem de métodos complementares
de diagnodstico. Esses fatores tornam a prevaléncia da coqueluche subestimada
neste continente’*. No Brasil, no ano 2000, o Ministério da Salde tornou a

coqueluche uma doenca de notificacdo compulsoria, padronizou a definicdo de caso,
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introduziu a cultura de secrecdo de nasofaringe como método complementar de
diagnéstico e implantou Unidades de Vigilancia Epidemiolégica’®. Essas acées
permitiram melhor acompanhamento da tendéncia temporal da doencga e deteccgao

precoce de surtos e epidemias.

No Brasil, desde a introducdo da vacina contra coqueluche em 1980, a
notificacdo de casos caiu abruptamente mantendo uma tendéncia decrescente.
Surtos isolados de coqueluche foram identificados no Brasil, em 2010. Em 2011,
foram confirmados 583 casos de coqueluche. Entre os casos confirmados, 76,3%
eram criancas menores de um ano de idade e 0s menores de seis meses, continuam

sendo o0 grupo que apresenta taxas de incidéncia e letalidade mais alta*®*°.

Na cidade do Recife, a maioria das notificacdes é de paciente internados.
Estudo realizado na cidade do Recife sobre o papel dos adultos como disseminador
da coqueluche nos surtos domiciliares mostrou o ambiente doméstico como a
unidade epidémica da doenca. Identificou-se que 45,6% dos 349 contatos das
criancas internadas com coqueluche, eram adultos; entre eles, 32 (21%) tiveram
coqueluche®. No entanto, este estudo analisou casos de coqueluche em adultos
contatos de criancas menores de um ano. A coqueluche pode ter outro
comportamento em domicilios sem criancas. Este estudo tem o objetivo de estimar a
prevaléncia de coqueluche entre adolescentes e adultos com tosse prolongada,

assistidos em Unidades Ambulatoriais do Sistema de Saude Publica.
Material e Método

O estudo foi realizado em 10 unidades ambulatoriais do Sistema de Saude
Publica na cidade do Recife, Brasil. As Unidades de Saude de cada um dos seis
Distritos Sanitarios da Cidade foram aleatoriamente selecionadas com probabilidade
proporcional ao numero de atendimentos. Dez graduandos de enfermagem
supervisionados por uma enfermeira foram treinados para a coleta do swab nasal
para cultura e reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Cada membro do grupo
tornou-se responsavel pela coleta de dados de, no minimo, uma Unidade de Saude.
A pesquisa foi divulgada entre profissionais de Saude e os individuos em

atendimento na Unidade de Saude. No periodo de agosto de 2010 a julho de 2011,
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os individuos maiores de 10 anos, com tosse ha mais de 14 dias e menos de 30 dias
foram identificados. Todos os participantes da pesquisa foram entrevistados
utilizando um questionario-padrdo com informagdes sobre idade, data do inicio da
tosse, outros sinais e sintomas e numero de doses da vacina contra coqueluche. Foi
coletada de todos os participantes da pesquisa, secrecao de nasofaringe atraves de

swab nasal para realizacdo de cultura e PCR.

O numero de individuos selecionados para pesquisa em cada Unidade de
Saude foi proporcional a populacdo do Distrito Sanitario ao qual pertencia a
Unidade. A equipe permanecia na Unidade de Saude até atingir o tamanho da
amostra estimada para a Unidade. Foram excluidos os individuos imunodeprimidos,
portadores de tuberculose, bronquite crénica e outras doengas crdnicas que
evoluam com tosse ou uso de drogas que causem tosse. Um caso suspeito de
coqueluche foi considerado confirmado se o individuo apresentasse tosse e cultura
de secrec¢do de nasofaringe positiva ou individuos que preenchessem os critérios de
definicdo de caso clinico de coqueluche e PCR positiva.

Considerou-se como critério de definicdo de caso clinico de coqueluche:
individuos que, independentemente de idade e estado vacinal, apresentassem tosse
por mais de 14 dias, associada a, pelo menos, um dos sintomas: tosse paroxistica,

guincho inspiratério, vomitos pos-tosse.

Considerou-se um caso confirmado por vinculo epidemiolégico o individuo
que preenchesse os critérios clinicos de caso de coqueluche, apresentasse cultura
e/ou PCR negativa, mas fosse contato de um individuo com coqueluche confirmada

por cultura ou PCR.

O material para cultura e PCR foi coletado por swab de nasofaringe em
narinas individuais para cada procedimento. O swab coletado para cultura foi
inoculado no meio de transporte equivalente a 50% da concentracdo do meio de
Regan-Lowe (Oxoid Ltd., Columbia, Md.) para cultura e no laboratério semeado em
meio de Reagan Lowe (Oxoid., Ltd., Columbia, Md.), tornado seletivo pela adicdo de

cefalexina 40mg/L. As colbnias suspeitas de serem B. pertussis foram confirmadas
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através de provas bioquimicas. A PCR em tempo real utilizou primers e sonda

TagMan® especificos para a regido 1S 481%".

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Oswaldo Cruz,
protocolo n° 029/2008. Todos os participantes do estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os dados obtidos foram codificados e processados no software de estatistica
o Epi-info versdo 6.0.4 (Center for Disease Control and Prevention). Foi realizada
uma analise descritiva dos dados por meio de distribuicdo de frequéncia e média
com seus respectivos desvios-padrdes. Na andlise comparativa da idade dos
suspeitos, segundo a positividade para coqueluche, foi aplicado o Teste t de student
para amostras independentes e testada a normalidade pelo Teste de Komogorov-
Smirnov. Na analise das associacdes, quando a variavel independente era
categorica, foi utilizado o Teste Exato de Fischer. A significancia estatistica adotada
para analise das hipéteses foi de 5% (p < 0,05). O célculo do tamanho da amostra
teve, como referéncia, uma prevaléncia de 25% 2°, um erro maximo aceitavel de 6%

e 95% de confianca. A amostra estimada foi de 201 pacientes.
Resultados

A pesquisa foi realizada em 10 Unidades de Atendimento Ambulatorial entre
as 12 Unidades sorteadas. Nas duas unidades excluidas, por motivos operacionais,
nao foi possivel a selecédo de pacientes. O niumero de pacientes programados para
as Unidades excluidas foi transferido para outras Unidades do mesmo Distrito que
faziam parte das Unidades sorteadas e correspondeu a 5,26% (10/192) do total da
amostra selecionada. Foram identificados 192 individuos maiores de 10 anos e com
tosse por mais de 14 dias. A média de idade foi de 40,7 anos, variando de 10 a 84
anos e com um desvio-padrdo = 17,8 anos. Entre eles, 55,7% (107/192) era maior
de 40 anos de idade, 27,6% (53/192) tinha entre 20 e 39 anos e 16,7%, de (32/192)
10-19 anos. Entre os casos suspeitos, 70,0% (134/192) eram do sexo feminino.
Quanto a antecedentes de vacinagéo, 182 dos 192 casos suspeitos ndo sabiam
informar quanto a sua situacdo vacinal. Os 10 individuos que informaram ter

esquema vacinal (DPT) de quatro doses da vacina anticoqueluche tinham entre 10 e
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19 anos de idade. Entre eles, um teve o diagndstico de coqueluche confirmado por

cultura e PCR e outro, por PCR.

Dos 192 suspeitos de coqueluche, 171/192 (89%) tinham sintomas de tosse
entre 14 a 21 dias e 21/192 (11%) por mais de 21 dias. O guincho foi referido em
120/192 (62,5%), cianose, em 27/192 (14,1%) e vOmitos poOs-tosse, em 152/192
(79,1%.).

Entre os 192 casos suspeitos, a coqueluche foi confirmada em 10 individuos,
estimando-se uma prevaléncia de 5,21% IC (2,03 a 8,38). A cultura e a PCR foram
positivas para B. pertussis em um paciente (Tabela 1) e todos os casos confirmados
por PCR e por vinculo epidemiolégico preenchiam o critério clinico de definicdo de

caso de coqueluche (Tabela 2).

Entre os 10 casos confirmados de coqueluche, cinco foram casos primarios,
quatro, coprimarios e um foi caso secundario. Entre eles, cinco foram casos indices

que levaram a identificacdo de cinco novos casos.

Tabela 1. Critérios de confirmacdo do diagnostico de coqueluche em

adolescentes e adultos com tosse prolongada

Positividade para coqueluche

Positivos (%) IC (95%)
Critério de confirmagéo
Cultura 1/10 10% 0,25%-44,5%
PCR em tempo real 7/10 70% 34,7%-93,3%

Vinculo epidemiolégico 3/10 30% 6,7%-65,2%
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos adolescentes e adultos

com tosse prolongada e diagnosticados com coqueluche

Casos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sexo F F F M M F F M F M
Idade (anos) 28 14 20 43 43 45 15 29 34 24
Dias de tosse 18 14 15 20 14 14 14 15 14 18
Paroxismo + + + + + + + + + +
Guincho - + + + + + + + + -
Cianose - - - - - + + - - -
Apnéia + - - - - + + - + +
VémitosPos- + + + + - - - -

+ +
tosse
Sufocagéo + - + - - - - + + +

F — feminino; M — masculino

Discussao

Houve a necessidade de substituicdo de duas Unidades de Saude em um
mesmo Distrito. Como o0s pacientes de um mesmo Distrito de Saude tém
caracteristicas semelhantes e o nimero de pacientes foi cerca de 5% da amostra
total, a probabilidade da existéncia de viés de selecdo no estudo € pequena. Este

estudo foi realizado em um periodo interepidemico™®.

Esse fato pode ter influenciado no nimero de individuos elegiveis para o
estudo e na estimativa da prevaléncia da coqueluche. A média de idade dos
individuos com tosse por mais de 14 dias foi de 40,7 anos; Estudos realizados na

Dinamarca, Franca e Canada observaram uma média de idade entre de 41 a 49
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anos. A maioria dos casos suspeitos de coqueluche era do sexo feminino, fato

também observado em outros estudos®*°1°.

No estudo atual, apenas 10 pacientes sabiam informar ter completado o
esquema de trés a quatro doses da vacina contra coqueluche. Entre eles, um teve o
diagnéstico de coqueluche confirmado por cultura e PCR e outro, por PCR. Como os
participantes deste estudo eram maiores de 10 anos de idade, a Ultima dose da
vacina contra coqueluche deve ter sido aplicada no minimo h4 mais de 8 anos. A
imunidade conferida pela vacina diminui ao longo dos anos e cerca de 10 anos ap0s
a Ultima dose ela é muito baixa ou mesmo nula ?°. A vacina contra coqueluche foi
introduzida no Calendario Vacinal Brasileiro em 1983 e, desde 2003 a cobertura

vacinal para trés doses da vacina tem se mantido superior a 95%*°.

Em cerca de 90% dos casos suspeitos, a tosse tinha duracdo de 14 a 21 dias
e 110 (57,29%) preencheram os critérios clinicos de caso de coqueluche. Gilberg et
al., na Franca, em periodo de baixa prevaléncia de coqueluche, observou que 79%

dos casos confirmados preencheram os critérios clinicos.

Strebel, nos Estados Unidos, observou que 85% dos casos confirmados de
coqueluche preencheram os critérios clinicos™**. A alta prevaléncia de casos que
preenchem os critérios clinicos de coqueluche pode ser explicada pelo fato de
sintomas mais intensos induzirem os individuos a procurar assisténcia médica. Esse
fato pode contribuir para que a prevaléncia de coqueluche em adolescentes e
adultos que apresentam apenas tosse seja subestimada.

A cultura s6 confirmou o diagndéstico em apenas uma paciente dos 10 casos
de coqueluche (10%). A PCR confirmou 100% dos casos. Varios estudos tém
demonstrado a baixa sensibilidade da cultura para confirmacdo de caso de
coqueluche, quando comparada com a PCR e sorologia®®?*. A maior positividade da
cultura se da na fase inicial da doenca (primeira semana) *®. Os pacientes inseridos
na pesquisa tinham tosse por mais de 14 dias de evolugado. Acredita-se que o tempo
da coleta de material para a cultura e as dificuldades técnicas para realiza-la tenham

contribuido para sua baixa sensibilidade no estudo.
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Este estudo observou uma prevaléncia de coqueluche de 5,21% entre
adolescentes e adultos com tosse por mais de 14 dias. Estudos realizados no
Canada, Dinamarca, Franca, Austradlia e Estados Unidos observaram uma
prevaléncia que variou de 10% a 32%'"%. O fato de este estudo ter sido realizado
em periodo interepidémico, ndo ter utilizado a sorologia para a confirmacdo do
diagnéstico e o material para cultura e PCR ter sido coletado entre 14 e 30 dias apés
o0 inicio da tosse, pode ter influenciado a baixa prevaléncia da coqueluche, quando

comparada com a prevaléncia observada em outros paises.

Outro aspecto a ser considerado € o fato de a amostra ter sido selecionada
em 12 das 34 Unidades Ambulatoriais do Sistema de Saude Publica. Essa
prevaléncia ainda que baixa, torna-se importante a partir da informacédo que os
adultos e adolescentes sdo a principal fonte de infeccdo dos menores de um ano de
idade®®’. Nessa faixa etaria, a coqueluche tem maior risco de desenvolver

complicacdes e 6bito®®,
CONCLUSAO

Mesmo em periodo interepidémico, a coqueluche pode ser identificada como
importante causa de tosse prolongada entre adolescentes e adultos, particularmente
quando a PCR é utilizada em conjunto com a cultura para confirmacao diagnostica.
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Resumo

Objetivo: Estimar a frequéncia da positividade da PCR e cultura para Bordetella
pertussis entre adolescentes e adultos com tosse prolongada por mais de 14 dias e
menos de 30 dias. Métodos: Foram selecionadas aleatoriamente para a pesquisa
10 Unidades Ambulatoriais do Sistema Publico de Saude na cidade do Recife,
Brasil. Individuos maiores de 10 anos com tosse ha mais de 14 dias e menos que 30
dias foram incluidos. Coletou-se secrecao de nasofaringe com “swab” de todos os
participantes da pesquisa, para realizacdo de cultura e reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (PCR) para identificacdo da Bordetella pertussis. A
definicdo de caso de coqueluche utilizada na pesquisa atual foi a mesma empregada
pelo Centro para Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC)".
Resultados: Foram identificados 192 individuos que preenchiam os critérios de
inclusédo, no periodo de agosto de 2010 a julho de 2011. A média de idade foi de
40,7 anos, variando de 10 a 84 anos com dp = 17,8 anos, sendo 55,7% (107/192)
maior de 40 anos de idade, 27,6% (53/192) entre 20 e 39 anos e 16,7% (32/192)
entre 10 e 19 anos. Entre os casos suspeitos, 70% (134/192) foram do sexo
feminino. A coqueluche foi confirmada em 5% (10/192) dos casos suspeitos. A PCR
propiciou o diagndstico de 100% dos casos e a cultura confirmou 10% (1/10) dos
casos. Todos os casos confirmados por PCR e por vinculo epidemioldgico
preenchiam o critério clinico de definicho de caso de coqueluche do CDC.
Conclusao: O uso da PCR para o diagnoéstico da coqueluche pode aumentar o
namero de casos confirmados entre adolescentes e adultos, mesmo quando
coletados entre o 14° e 30° dia apoOs inicio dos sintomas e em periodos

interepidémico.

Palavra Chave: Coqueluche; Tosse prolongada; Adolescentes e adultos;
Diagnostico laboratorial
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Introducéo

Nas ultimas décadas, varios paises tém notificado surtos e epidemias de
coqueluche?. Esses fatos tém chamado a atencdo por varios motivos: as epidemias
tém ocorrido em paises com boa cobertura vacinal®, a coqueluche é importante
causa de hospitalizacdo e 6bitos em menores de um ano de idade®. Adolescentes e

adultos tém sido identificados como principais fontes de infecgéo da doenca. **°.

A variedade e limitacdes nos métodos diagnosticos utilizados nos diversos
paises constituem algumas das principais dificuldades encontradas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para avaliar as informacgfes fornecidas e

elaborar estratégias de controle da coqueluche. *°7,

A maioria dos Centros de Vigilancia Epidemioldgica dos paises desenvolvidos
utiliza, para confirmacéo de casos de coqueluche, além da cultura de nasofaringe,
métodos diagndsticos mais sensiveis, como a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) e, em algumas regides, a sorologia **%. Um caso suspeito de coqueluche é
confirmado por isolamento da Bordetella pertussis por cultura, por PCR, sorologia
para identificacdo de anticorpos antipertussis ou vinculo epidemiolégico. A
sensibilidade desses testes laboratoriais varia, principalmente, com a idade do

paciente, fase da doenca, uso prévio de antibiético e estado vacinal 3.

Em 2011, o grupo técnico assessor para doengas preveniveis por vacina da
Organizacdo Pan Americana de Saude (TAG) recomendou maior empenho dos

paises da América Latina na vigilancia epidemiolégica da coqueluche®.

Para melhor vigilancia epidemiolégica, € necessario que novos métodos
diagnosticos para confirmacéo de casos de coqueluche sejam incorporados a rotina
dos Servicos Publicos de Saude. Em adolescentes e adultos, o diagnostico é
geralmente tardio® ®°. A cultura, considerada padrdo ouro, tem positividade muito
baixa, quando coletada a partir da segunda semana apés o inicio da tosse*. O uso
da cultura como unico exame laboratorial para confirmacédo de casos de coqueluche
leva a uma subestimativa da real prevaléncia da doenca'. Diversos estudos

demonstram que o uso de PCR e da sorologia aumenta o nimero de casos
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confirmados®® ! A positividade da PCR varia de 73% a 100% e, da cultura, de 30
a 50%>% A PCR ndo sofre influéncia com uso prévio de antibiético e fornece
resultado mais rapido que a cultura. No Brasil, a PCR nao € utilizada de rotina como

método diagnéstico na Rede Publica de Satde®® ',

Este estudo tem como objetivo estimar a frequéncia da positividade da PCR e
cultura entre adolescentes e adultos com tosse por mais de 14 dias e menos de 30
dias assistidos pelas Unidades de Saude da Rede Publica da cidade do Recife.

Material e Método

O estudo foi realizado em dez unidades ambulatoriais do Sistema de Saude
Publica na cidade do Recife, Brasil. As Unidades de Saude de cada um dos seis
Distritos Sanitarios da cidade foram aleatoriamente selecionadas com probabilidade
proporcional ao nimero de atendimentos. O numero de individuos selecionados em
cada Unidade de Saude foi proporcional a populacdo do Distrito Sanitario ao qual
pertencia a Unidade. Antes da coleta da secrecdo de nasofaringe para PCR e
cultura, os participantes responderam a um questionario- padrdo com informac6es
sobre idade, data do inicio da tosse e outros sinais e sintomas. No periodo de
agosto de 2010 a julho de 2011, os individuos maiores de 10 anos, com tosse ha
mais de 14 e menos de 30 dias foram considerados casos suspeitos de coqueluche
e incluidos no estudo. Foram excluidos os individuos imunodeprimidos, ou que
apresentavam: tuberculose, bronquite crénica, outras doencgas cronicas que evoluem
com tosse ou uso de drogas que causem tosse. Dez graduandos de Enfermagem

foram treinados por uma enfermeira para a coleta do “swab” nasal.

Foi considerado como critério de definicdo de caso clinico de coqueluche:
tosse por mais de 14 dias, associada a pelo menos um dos sintomas: tosse
paroxistica , guincho inspiratdrio, vomitos pos-tosse; sem outra causa aparente da
tosse. Os casos suspeitos de coqueluche foram confirmados por cultura positiva
para B. pertussis ou individuos que preenchiam os critérios de definicdo de caso
clinico de coqueluche e PCR positiva. Foram considerados, também, casos
confirmados, os individuos que preenchiam os critérios de definicdo de caso clinico

e eram contatos domiciliares de casos confirmados por cultura ou PCR.



76

O material para cultura e PCR foi coletado por “swab” de nasofaringe em
narinas individuais para cada procedimento. O swab coletado para cultura foi
inoculado no meio de transporte equivalente a 50% da concentracdo do meio de
Regan-Lowe (Oxoid Ltd., Columbia, Md.), e no laboratério semeado no meio de
Reagan Lowe (Oxoid Ltd., Columbia, Md.), tornado seletivo pela adicdo de
cefalexina 40mg/L. As colbnias suspeitas de serem B. pertussis foram confirmadas
através de provas bioquimicas. A PCR em tempo real utilizou primers e sonda
TagMan® especificos para a regido 1S 4818,

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz, protocolo n° 029/2008. Todos o0s participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os dados obtidos foram codificados e processados no “software” de
estatistica Epi-info versdo 6.0.4 (CDC). Foi realizada uma analise descritiva dos
dados por meio de distribuicdo de frequéncia e média com seus respectivos desvios-
padrbes. Na analise comparativa da idade dos suspeitos segundo a positividade
para coqueluche foi aplicado o Teste t de student para amostras independentes e
testada a normalidade pelo Teste de Komogorov-Smirnov. Na andlise das
associacfes, quando a variavel independente era categorica, foi utilizado o Teste
Exato de Fischer. A significancia estatistica adotada para analise das hipoteses foi
de 5% (p < 0,05).

Resultados

Foram selecionados 192 individuos suspeitos de coqueluche. Entre eles, 5%
(10/192) tiveram o diagndstico de coqueluche confirmado por cultura e PCR (Tabela
1). A média de idade foi de 40,7 anos, variando de 10 a 84 anos com dp + 17,8
anos, sendo 55,7% (107/192) maior de 40 anos de idade, 27,6% (53/192) entre 20 e
39 anos e 16,7% (32/192) entre 10 e 19 anos. O sexo feminino correspondeu a
70,0% (134/192) dos individuos. A cultura e a PCR foram positivas para B. pertussis
em um paciente (Tabela 1). A sensibilidade da PCR foi de 94%.
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Entre os 10 casos confirmados de coqueluche, cinco foram casos indices que

levaram a identificacdo de cinco novos casos.

Tabela 1. Critérios de confirmacdo do diagnéstico de coqueluche em

adolescentes e adultos com tosse prolongada.

Positivos (%) IC (95%)
Cultura 1/10 10% 0,25%-44,5%
CR em tempo real 7/10 70% 34,7%-93,3%
Vinculo epidemioldgico 3/10 30% 6,7%-65,2%

Discussao

Este estudo foi realizado em um periodo interepidémico, podendo ter
influenciado no baixo nimero de individuos elegiveis*® *’. A secrecdo de nasofaringe
foi coletada a partir de 14 dias do inicio da tosse, podendo ter dificultado o
diagnéstico etioldégico da coqueluche, através da cultura e PCR em nosso estudo.
Entre os casos suspeitos de coqueluche, 10,5% (21/192) apresentavam tosse por
mais de 21 dias. Esses dois eventos podem ter levado a resultados falso-negativos

da cultura e PCR™.

O uso da PCR possibilitou a confirmacdo de 100% dos casos. Entre eles,
70% foram confirmados por PCR positiva e 30%, por vinculo epidemiolégico com um
caso confirmado por cultura e PCR. Caso tivesse sido utilizada apenas a cultura, a
confirmacdo dos casos seria de 10 %. Tozzi et al., em 2005, em revisdo de cinco
estudos de coqueluche em adultos sintométicos, observou que nesses estudos a
sensibilidade da cultura variou de 1-30% e a PCR, de 3-50%"*. Schlapfer (1995),
em estudo prospectivo em individuos com tosse, utilizando simultaneamente cultura
e PCR para B pertussis, obteve quatro vezes mais resultados positivos através da

PCR, quando comparado com a cultura®.

Em nosso estudo, a cultura foi positiva para B. pertussis em apenas um

paciente que também teve a PCR positiva. Varios estudos tém demonstrado a baixa
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sensibilidade da cultura para confirmacdo de caso de coqueluche quando
comparada com a PCR e sorologia ***!>2% Schmidt — Schlapfer (1997), observou
em seu estudo, aumento de 2,6 vezes mais casos confirmados por PCR quando
comparado com os casos confirmados por cultura®’. Birkebaek, em estudo
semelhante, confirmou 2% dos casos por cultura e 5,5% com PCR?. Knorr et al.
(2006), de 808 espécimes testados por PCR, cultura e imunofluorescéncia direta, 79
foram casos positivos pelos trés métodos. A cultura confirmou 48,1% dos casos e a
PCR, 83,5% dos casos.

Quando comparados PCR com os casos confirmados pela cultura, a PCR
detectou 1,7 vezes mais casos®. A B. pertussis é de dificil cultivo. Sua positividade é
maior no final do periodo de incubacgdo, durante a fase catarral e inicio da fase
paroxistica da doenca. A menor positividade da cultura acontece quando as
amostras sdo coletadas durante a fase paroxistica entre trés e seis semanas de
doenca. Nos adultos, em que a doenca tem diagndstico tardio, a positividade da
cultura é baixa, variando de zero a trinta por cento ***. A PCR, embora em uma
intensidade menor que a cultura, até a terceira semana dos sintomas (tosse)
apresenta maior positividade em relacdo a cultura®*. Apés 14 dias de doenca, a

positividade da PCR tende a cair *°.

Em alguns laboratorios, a PCR tem sido o Unico teste diagnostico utilizado para
confirmacdo de caso de coqueluche, pela elevada sensibilidade e facilidade de

execucdo em relacdo a cultura’.
Concluséao
O uso da PCR para o diagnéstico da coqueluche pode aumentar o nimero de

casos confirmados entre adolescentes e adultos, mesmo quando coletados entre o

14° e 30° dia apos inicio dos sintomas e em periodos interepidémicos.
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9 CONCLUSAO

Apesar da limitagdo dos estudos de prevaléncia, foi possivel estimar a
prevaléncia da coqueluche entre adolescentes e adultos com tosse por mais de 14 e

menos de 30 dias atendidos em Unidades de Saude da cidade do Recife.

A realizagdo da pesquisa em um periodo interepidemico da coqueluche e o
critério de inser¢cdo no estudo — tosse por mais de duas semanas — pode ter

influenciado na baixa prevaléncia observada.

A PCR foi responsavel por 100% dos diagnosticos de coqueluche

confirmados.

E importante informar que, durante o periodo da pesquisa, a Secretaria de
Saude do Recife, que utiliza apenas a cultura como teste diagndstico, nao identificou

nenhum paciente adolescente ou adulto com coqueluche.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia da coqueluche estimada em 5% entre adolescentes e adultos
em um periodo interepidémico torna-se importante porque estudos anteriores
identificaram essa faixa etaria como principal fonte de infec¢cdo para os menores de

seis meses de idade. O uso da PCR possibilitou o diagnostico de 100% dos casos.

Medidas de controle da coqueluche nessa faixa etaria com o objetivo de
proteger os menores de seis meses de idade, que apresentam as formas graves da
doenca e ndo tém tempo de vida suficiente para completar o esquema basico de

vacina devem ser analisadas com atengao.

Para melhor reconhecimento de casos a vigilancia da doenca em nossa
cidade deve refletir sobre a necessidade da insercdo de métodos diagndsticos mais
sensiveis, como a PCR, para confirmacéo de casos de coqueluche, incorporando o
mesmo a rotina dos Servigos Publicos de Saude.
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Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido para o0 menor de idade e

adolescente

Pesquisa de Coqueluche
Unidades de Saude da Cidade do Recife

Carta de Consentimento Livre e Esclarecido

Tem ocorrido epidemia de coqueluche mesmo em popula¢cdes vacinadas.
Conhecer o papel do adolescente e do adulto na disseminacdo da doenca € muito
importante para o controle dessa doenca e para sua prevencgao, principalmente nas
criangcas menores de um ano com o esquema vacinal incompleto. Este estudo tem o
objetivo de verificar a prevaléncia de coqueluche entre os adolescentes e adultos
com tosse ha mais de 14 dias. O senhor (a) caso concorde na participacdo do seu
filho menor no estudo a ser realizado, responderda a um questionario contendo
informagdes sobre a doenca do mesmo, seu local de moradia, de trabalho e sala de
aula de seu filho (a). Precisard ainda de informacdes sobre seus contatos
domiciliares e estado de saude dos mesmos, em relacdo aos sintomas da doenca a
ser pesquisada. Para a realizacdo dos exames ligados a pesquisa, a coleta de
secrecdo da nasofaringe para cultura e PCR em tempo real serd feita tanto no
participante, como devera ser também estendida ao contato de interesse ao estudo.
EU oo, responsavel pelo (a) menor ..........cccovvvveeevvvvvinnnnnnnn. concordo
em que ele(a) participe da pesquisa sobre coqueluche, realizada na Unidade Béasica
de Sadde ..........ccoeeiiiiiiinnnnnn, da Cidade do Recife. Neste periodo autorizo a
realizacdo do exame para confirmacédo da coqueluche, que seré feito por médico ou
por técnico de Enfermagem treinado, através da colocacédo de um cotonete ultrafino
e flexivel na narina do menor sob minha responsabilidade para retirada de secrecao
(catarro), necessaria a realizagdo do exame. Fui avisado e estou consciente de que,
no momento do exame, meu (a) filho (a) poder4 apresentar crises de tosse
semelhante as que ja vém apresentando. Fui avisado que o exame nao provoca dor
nem risco quando realizado de forma adequada, no entanto, caso aconteca qualquer
intercorréncia durante a coleta deste e haja necessidade de intervencéo especifica,
havera pessoal e material para prestar assisténcia devida. Ainda concordo com uma
posterior publicacédo e utilizacdo dos dados pessoais, dados familiares e da doenca,

obtidos através de formulario por mim respondido. A identificacdo (nome, endereco)



96

ndo serd revelada, estando assegurada a privacidade das informacgdes colhidas.
Tenho a liberdade de retirar 0 meu consentimento em qualquer fase da pesquisa

sem nenhuma penalidade e sem prejuizo aos cuidados da crianca.

Recife, ............ A€ de 20............

Responsavel Testemunhas
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Apéndice B — Termo de consentimento livre e esclarecido para o adulto

Pesquisa de Coqueluche
Unidades de Saude da Cidade do Recife

Carta de Consentimento Livre e Esclarecido

Tem ocorrido epidemia de coqueluche mesmo em populagdes vacinadas.
Conhecer o papel do adolescente e do adulto na disseminacdo da doenca é muito
importante para o controle dessa doenca e para sua prevencao, principalmente nas
criancas menores de um ano com o esquema vacinal incompleto. Este estudo tem o
objetivo de verificar a prevaléncia de coqueluche entre os adolescentes e adultos
com tosse ha mais de 14 dias. O senhor (a) caso concorde em participar do estudo,
respondera a um questionario contendo informacdes sobre sua doenca, local de
moradia, de trabalho e sala de aula. Ainda serédo necessario informacdes sobre seus
contatos domiciliares e estados de saude dos mesmos em relacdo aos sintomas da
doenca a ser pesquisada. Para a realizacdo dos exames ligados a pesquisa, a
coleta de secrecao da nasofaringe para cultura e PCR em tempo real sera feita tanto
no participante, como devera ser também estendida ao contato de interesse ao
estudo.

BU, concordo em participar da
pesquisa sobre coqueluche, realizada na Unidade Baéasica de Saude
..................................... da Cidade do Recife. Neste periodo, autorizo a realizacéo do
exame para confirmacdo da coqueluche, que sera feito por médico ou por técnico de
enfermagem treinado, através da colocacdo de um cotonete ultrafino e flexivel na
minha narina, para retirada de secrecdo (catarro), necessaria a realizacdo do
exame. Estou consciente de que no momento do exame poderei apresentar crises
de tosse semelhante as que venho apresentando. Fui informado que o exame nao
provoca dor nem riscos quando realizado de forma adequada, porém, em casos de
necessidade, havera pessoal e material para prestar assisténcia. Ainda concordo
com uma posterior publicacdo e utilizacdo dos dados pessoais, dados familiares e
da doenca, obtidos através de formulério por mim informados e respondido através
do questionario da pesquisa. A identificacdo (nome, endereco) ndo sera revelada,

estando assegurada a privacidade das informacdes colhidas. Tenho a liberdade de
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retirar o meu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalidade alguma

e sem prejuizo, cuidados e conducdo no meu tratamento clinico.

Responséavel Testemunhas
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Apéndice C — Questionario da Pesquisa

Prevaléncia da Coqueluche e Avaliacdo da Reac&o em cadeia de Polimerase
em Tempo Real para seu Diagnostico em Adolescentes e Adultos com tosse
prolongada, assistidos em Unidades de Saude da Rede Publica, da cidade do

Recife, no periodo de agosto de 2010 a julho de 2011.

DADOS GERAIS Data: I
Identificacdo do Local da Registro
Unidade de saude: Ambulatério
Nome Paciente: Sexo M F
Nome Responsavel:
Profisséo:
Endereco: Fone
Local trabalho/escola:
Endereco: Fone
Data Nasc: / / Idade o0 00 meses |0 dias

anos

Existe mais alguém com tosse na sua casa? 1-sim 2-ndo 9-nao informado OOC
Caso Indice nimero 000
Contato do Caso Indice de nimero OOC
Contato do Caso indice n&o aplicado O

SINAIS E SINTOMAS
O (a) Senhor(a) sabe informar a quantos dias seguidos (diariamente, sem melhora)
senhor(a) / seu (sua) filho(a) vem apresentando essa tosse?
NUmero de dias oo

Na semana anterior ao inicio dessa tosse mais forte o senhor (a) / seu filho (a)
apresentou:

Coriza ( nariz escorrendo )  1-sim 2-néao 9-ndo O
informado.

Lacrimejamento  (olhos chorando) 1-sim  2-ndo  9-ndo informado O
Inflamac&o nos olho (, olhos remelando  1-sim  2-n&o 9-ndo informado). O
Febre 1-sim 2-ndo 9-ndo informado 0
Tosse 1-sim 2-ndo 9-néo informado 0
O (a) senhor(a) (seu/sua filho/a) apresenta crise de tosse comprida sem parar O
para respirar entre as tossidas? (entrevistador deve simular acesso de tosse
paroxistica) 1-sim  2-ndo  9-ndo informado

O(a) senhor(a) (seu/sua filho/a) apresenta algum barulho, um guincho no final O

da crise de tosse? (entrevistador simula o guincho) 1-sim 2-ndo 9-nédo
informado

O(a) senhor(a) (seu/sua filho/a) fica com os labios roxos durante a crise de O
tosse?

1-sim 2-ndo 9-nao informado
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O(a) senhor(a) (seu/sua filho/a) apos a crise de tosse passa algum tempo sem O
conseguir respirar, ficando roxo e desfalecido?
1-sim 2-néo 9- ndo informado
O senhor (a) (seu filho/a) vomita apdés o acesso de tosse? [
1-sim 2-ndo 9-néo informado
INFORMACOES SOBRE DOMICILIO
Quantas pessoas passam o dia em sua casa? 0
Quantas pessoas dormem em sua casa? O
Quantos cébmodos sdo usados como dormitério? O
Quantas pessoas trabalham no mesmo ambiente em que vocé trabalha? O
Quantas pessoas estudam na mesma sala de aula em que vocé estuda? O
IMUNIZACAO
Data da ultima dose de vacina anticoqueluche / /
Data da ultima dose da vacina contra coqueluche administrada: [
1-Menos de trés doses 2-Trés doses 3- 4 doses. 4- 5 doses
5 - N&o vacinado 9- ndo informada
Idade da ultima dose:
USO PREVIO DE MEDICAMENTOS 0
1- sim 2 —nao 9 — ndo afirmativo
Se afirmativo, qual o nome do medicamento? O
Sintomético? Fito medicamento? Antibiéticos? 0
EXAMES COMPLEMENTARES
Data coleta [ |
Cultura - cepa:
1-Positiva 2-Negativa 3-Néo Informado O
PCR TR - 1-Positiva  2-Negativa 3-N&o Informado O
Confirmacéo do caso O
1 - Caso confirmado por cultura. 2 - Caso confirmado por PCR_TR.
3 - Caso confirmado por ligacdo epidemiolégica. 4 - Caso confirmado em
situacdo de surto. 9 - ndo informado.
Classificacéo do caso O

1-Caso indice 2-Caso primario 3-Caso coprimario 4-Caso secundario
5- N&o caso de coqueluche 9- ndo informado
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Submetido a revista International Journal of Infectious Diseases
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Abstrat

Objectives: To identify the prevalence of pertussis (whooping cough) in adolescents
and adults with a prolonged cough lasting more than 14 days and less than 30 days.
Methods: Ten public health outpatient clinics in the city of Recife, Brazil, were
randomly selected for the study. The study included individuals over 10 years of age
with a cough that had lasted for more than 14 days and less than 30 days.
Nasopharyngeal swabs were collected from all participants for culture and real-time
PCR in order to identify Bordetella pertussis. The definition employed in this study for
cases of pertussis was that adopted by the Center for Disease Control and
Prevention in the US (CDC). Results: A total of 192 individuals were identified with a
cough for more than 14 days and less than 30 days. The mean age was 40.7 years
and 70.0% were female. Amongst the suspected cases, 62.5% presented inspiratory
whooping, 14.1% cyanosis and 79.1% post-tussive vomiting. Pertussis was
confirmed in 10 of the 192 suspected cases, with an estimated prevalence of 5.21%
(Cl 2.03 to 8.38). Culture and PCR were positive in one patient. All cases confirmed
by PCR (7/10) and epidemiologically (3/10) corresponded to CDC guidelines for
defining pertussis. Conclusion: Even during an interepidemic period, pertussis may
be identified as an important cause of prolonged cough in adolescents and adults.
PCR was responsible for identifying 100% of the cases.

Keywords: Pertussis (whooping cough), prolonged cough, Adolescents and adults,

Prevalence.
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Introduction

Over the past few decades, epidemics of pertussis have been reported in
several regions of the world®. Such outbreaks have occurred regardless of
vaccination coverage in these regions. The World Health Organization estimates that
in 2008 there were around 16 million cases of pertussis and 195.000 deaths
worldwide, 95% of which were in developing countries®>. An increase was also
observed in the number of pertussis cases reported in adolescents, adults and
infants aged 6 months. In this latter age range pertussis may be a very serious
disease® *. Adolescents and adults have often been identified as the main source of
pertussis outbreaks amongst household members>®’. The diagnosis of pertussis in
adolescents and adults is seldom considered; within these age groups the clinical
forms of its course are atypical, characterized by a prolonged, persistent, nonspecific

cough®®.

Although a number of studies have reported that a prolonged cough in
adolescents and adults may be caused by pertussis, the actual prevalence of
pertussis in this age group remains underestimated®®. Since 2001, WHO has drawn
attention to the changes observed in the epidemiology of pertussis®'. In 2010, the
CDC registered 27.550 cases of pertussis in the US, and in Europe the European
Center for the Control and Prevention of Diseases registered 15.749 cases, with a

higher prevalence in adolescents between the ages of 10 and 14 years*®. |

n
studies conducted in different regions of the world the prevalence of pertussis
amongst adolescents and adults has varied from 10% to 32%'*'°. The variety of
diagnostic methods and case definitions used may be one of the major reasons for
the differences in the observed prevalences!®'®*’. Nonetheless, these studies have
contributed to strategies for controlling the surveillance of pertussis in these

countries.

In some Latin American countries, pertussis is not a disease of compulsory
notification and other countries have no complementary methods of diagnosis. Thus,
these factors are responsible for underestimating the prevalence of pertussis on this
continent®. In 2000, the Brazilian Health Ministry declared pertussis a disease of

compulsory notification, standardized a case definition, introduced nasopharyngeal
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swab cultures as the diagnostic method and implanted epidemiological surveillance
centers’®. These actions have therefore brought about better monitoring of the

disease trends, as well as facilitating early detection of outbreaks and epidemics.

In Brazil, since the introduction of the pertussis vaccine in 1980, reports of
cases have fallen sharply and maintained a downward trend. A number of isolated
outbreaks were reported in Brazil, in 2010. In 2011, 583 cases of pertussis were
confirmed. Amongst the confirmed cases, 76.3% were infants under one year and
under six months of age, which are the groups that continue to present both the

highest incidences and mortality rates*®*°.

In the city of Recife, most notifications of the disease are from inpatients. A
study carried out in Recife on the role of adults in transmitting pertussis in household
outbreaks revealed the home as the epidemic unit of the disease. It was identified
that 45.6% of the 349 contacts of the children hospitalized with pertussis were adults;
from amongst these 32 (21%) had pertussis®. Furthermore, it was observed that
adults and adolescents older than 11 % years were the source of infections for 70%
of pertussis cases’. However, this study analyzed cases of pertussis in adult contact
of infants under one year. Pertussis may present different behavior patterns in
households where there are no children. The objective of the present study was to
estimate the prevalence of pertussis amongst adolescents and adults with a

prolonged cough, attended in National Health Service outpatient centers.

Material and Methods

The study was conducted in 10 public health outpatient clinics in the city of
Recife, Brazil. The clinics, from within the city’s 6 Health Districts, were randomly
selected with proportional probability of the number of visits. Ten nursing students,
under the supervision of a fully-qualified nurse were trained to collect nasal swabs for
culture and PCR. Each member of the group became responsible for collecting data
from at least one health clinics. All health professionals and individuals attending the
health clinics were informed of the study. During the period from August 2010 to July
2011, those over the age of 10, with a cough for more than 14 days and less than 30

days were identified. All participants were interviewed using a standardized
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guestionnaire with information regarding age, data on when the cough began, other
signs and symptoms and the number of pertussis vaccine doses taken.

Nasopharyngeal swabs were collected from all participants for cultures and PCR.

The number of individuals selected for the study in each health clinic was
proportional to the population of the health district in which the clinic was located.
The teams remained at the health clinics until the required sample size was attained
for each wunit. Individuals excluded from the study were those who were
immunocompromised, suffering from TB, chronic bronchitis, other chronic diseases
that evolve with a cough or the use of drugs that cause coughing. A suspected case
of pertussis was considered as a confirmed case if the individual presented a cough
and a positive nasopharyngeal swab culture, or individuals who met the case
definition criteria for pertussis and a positive PCR. The criteria for defining a clinical
case of pertussis were: individuals who, regardless of age and vaccination status,
presented a cough for more than 14 days, associated with at least one other
symptom: paroxysmal cough, inspiratory whooping, post-tussive vomiting. An
epidemiologically confirmed case was considered when the individual met the clinical
criteria of a pertussis case, had a negative culture and/or PCR, but was in contact

with an individual with pertussis confirmed by culture or PCR.

Material for the culture and PCR was collected by nasopharyngeal swab from
individual nostrils for each procedure. The swabs for collecting the culture were
inoculated in a transport medium of 50% of the Regan-Lowe concentration medium
(Oxoid Ltd., Columbia, Md.) for the culture and for the laboratory in a Reagan Lowe
medium (Oxoid., Ltd., Columbia, Md.), made selective by the addition of 40mg/L
cephalexin. The colonies suspected as being B. pertussis were confirmed by
biochemical tests. The real-time PCR used primers and TagMan® probes,

specifically for the IS 481 region®®*’.

The study was approved by the Ethics Committee at Hospital Oswaldo Cruz,
registration number 029/2008. All participants signed the Terms of Free, Informed

Consent.
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Data were coded and processed using Epi-info 6.0.4 (Center for Disease
Control and Prevention). The descriptive analysis of the data was conducted by
frequency distribution and the means with the respective standard deviations. In the
comparative age analysis of the suspected cases, according to positivity for
pertussis, the student t-test was applied to independent samples tested for normality
by the Komogorov-Smirnov test. In the analysis of associations, when the
independent variable was categorical, the Fisher exact test was applied. The
statistical significance adopted for the study was 5% (p < 0.05). A prevalence of 25%
was employed for calculating the sample size®, an acceptable maximum error of 6%
and a confidence interval of 95%. The estimated sample was made up of 201

patients.

Results

The study was conducted in 10 outpatient clinics from amongst the 12
randomly selected clinics. Two clinics were excluded since it was not possible to
select patients due to operational difficulties. The patients programmed at the
excluded clinics were transferred to other clinics in the same district, which made part
of the selected clinics and corresponded to 5.26% (10/192) of the selected sample
total. A total of 192 individuals were identified aged over 10 years and with a cough
for more than 14 days. The mean age was 40.7 years, ranging from 10 to 84 years
and a SD £ 17.8 years. Of these, 55.7% (107/192) were over 40 years of age, 27.6%
(53/192) were aged between 20 and 39 years and 16.7% (32/192) between 10 and
19 years. A total of 70.0% (134/192) of the suspected cases were female. Of the 192
suspected cases, 182 were able to inform their vaccination status. The remaining 10
individuals who reported taking a series of 4-dose DPT vaccine were aged between
10 and 19 years. Of these, one was diagnosed with pertussis by culture and PCR,
and another by PCR.

Of the 192 suspected pertussis cases, 171/192 (89%) presented a cough of
between 14 and 21 days and 21/192 (11%) for more than 21 days. Whoop was
referred to in 120/192 (62,5%), cyanosis in 27/192 (14.1%) and post-tussive vomiting
in 152/192 (79.1%).
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Amongst the 192 suspected cases, pertussis was confirmed in 10 individuals,
thus estimating a prevalence of 5.21% IC (2.03 to 8.38).

The culture and PCR were positive for B. pertussis in 1 patient (Table 1) and
all confirmed cases by PCR and epidemiologically met the clinical criteria for defining

a case of pertussis. (Table 2).

Amongst the 10 confirmed cases of pertussis, five were primary cases, four
were co-primary and one was secondary. Of these, 5 were index cases that led to

the identification of five new cases.

Table 1. Criteria for confirming the diagnosis of pertussis in adolescents and

adults with a prolonged cough.

Positive for pertussis

Positive (%) Cl (95%)
Criteria for confirmation
Culture 1/10 10% 0.25%-44.5%
Real-time PCR 7/10 70% 34.7%-93.3%

Epidemiological 3/10 30% 6.7%-65.2%
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Table 2. Clinical and epidemiological characteristics of adolescents and adults

with a prolonged cough and diagnosed with pertussis.

Sex F F F M M F F M F M
Age (years) 28 14 20 43 43 45 15 29 34 24

Days withcough 18 14 15 20 14 14 14 15 14 18

Paroxysm + + + + + + + + + +
Whoop - + + + + + + + + -
Cyanosis - - - - - + + - . ;
Apnea + - - - - + + - + +
Post-tussive + + + + - - - -

+ +
vomiting
Suffocation + - + - - - - + + +

F — female; M — male

Discussion

Two health outpatient centers at the same health district were replaced. Since
patients from the same health district shared similar characteristics and the number
of patients was around 5% of the overall sample, the probability of a selection bias is
low. This study was conducted during an interepidemic period™®.

This fact may possibly have influenced the number of individuals eligible for
the study and in estimating the prevalence of pertussis. The mean age of the
individuals with a cough for more than 14 days was 40.7 years. Studies undertaken

in Canada, Denmark and France reported a mean age of between 41 and 49 years.
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Most of the suspected pertussis cases were observed in the females, a fact which

has also been reported by other studies®*>°.

In the present study, only 10 patients were able to inform whether they had
taken a series of 4-dose DPT vaccine against pertussis. Of these, one was
diagnosed with pertussis by culture and PCR and the other by PCR. As the
participants of this study were aged over 10 years, the final dose of the vaccine for
pertussis should have been applied more than 8 years previously. The immunity
provided by the vaccine decreases over the years and approximately 10 years after
the final dose it is very low or indeed non-existent 2. The pertussis vaccine was first
introduced into the Brazilian vaccine program in 1983 and since 2003; vaccine
coverage for 3 doses of the vaccine has remained above 95%.

In around 90% of the suspected cases, the cough had lasted for a period of 14
to 21 days and 110 (57.29%) met the clinical criteria for pertussis. Gilberg et al, in
France, during a period of low prevalence of pertussis, reported that 79% of
confirmed cases met the clinical criteria. Strebel, in the US, observed that 85% of
confirmed cases of pertussis met clinical criteria> **. The high prevalence of cases
that met clinical criteria may be explained by the fact that suffering from stronger
symptoms led patients to seek medical assistance. This in turn, could possibly
explain why the prevalence of pertussis in adolescents and adults who only present a

cough is underestimated.

Culture only confirmed the diagnosis in just one patient of the ten cases of
pertussis (10%). PCR confirmed 100% of the cases. Several studies have
demonstrated low culture sensitivity for confirming a case of pertussis as compared
to PCR and blood test'®?*. Culture presents a high positivity in the initial phases of
the disease (the first week) *2. The patients included in the present study had suffered
a cough for more than 14 days. It is believed that the moment when the material was
collected for the culture and the technical difficulties involved in conducting the test

contributed to the low sensitivity of the study.

The present study observed a prevalence of pertussis of 5.21% in adolescents

and adults with a cough for more than 14 days. Studies conducted in Australia,
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Canada, Denmark, France and the US reported a prevalence of 10% to 32%'"%,
The fact that this study was carried out during an interepidemic period, and did not
use serology to confirm the diagnosis and that the material for the culture and PCR
was collected between 14 and 30 days after the cough began, may have influenced
the low prevalence of pertussis when compared to the prevalence encountered in
other countries. One further fact that should be considered is that the sample was
selected from 12 of the 34 health service outpatient centers. This prevalence is
relevant due to the information obtained that adults and adolescents are the main
source of infection for infants under one year of age®®’. In this age range, pertussis

carries a higher risk of developing complications and death®®.

CONCLUSION

Even in an interepidemic period, pertussis may be identified as an important
cause of prolonged cough in adolescents and adults, especially when PCR is used in

conjunction with culture for confirming diagnosis.
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Abstract

Objective: To estimate the frequency of PCR positivity and culture positivity for
Bordetella pertussis in adolescents and adults with prolonged cough for more than 14
days and less than 30. Methods: Ten polyclinics were randomly selected in the city
of Recife, Brazil. Individuals over ten years of age with a cough for more than 14
days and less than 30 days were included in the study. Nasopharyngeal swab
samples were collected from all study participants to perform culture and real-time
polymerase chain reaction (PCR) in order to identify Bordetella pertussis. The
definition for a case of pertussis in the present study was the same as that employed
by the Center for Disease Control and Prevention in the USA (CDC)'. Results: A
total of 192 individuals met the inclusion criteria, during the period from August 2010
to July 2011. The mean age was 40.7 years, ranging from 10 to 84 years with a SD +
17.8 years, with 55.7% (107/192) aged over 40 years, 27.6% (53/192) aged between
20 and 39 years and 16.7% (32/192) 10-19 years. A total of 70% (134/192) of the
suspected cases were female. Pertussis was confirmed in 5% (10/192) of the
suspected cases. PCR provided a diagnosis for 100% of cases and culture confirmed
10% (1/10) of cases. All cases confirmed by PCR and epidemiological linkage met
the clinical case definition criteria for pertussis. Conclusion: The use of PCR for
diagnosing pertussis can increase the number of confirmed cases in adolescents and
adults, even when collected between the fourteenth and thirtieth day after the onset

of symptoms and in interepidemic periods.

Key words: Pertussis (whooping cough), prolonged cough, adolescents and adults,

laboratory diagnosis.
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Introduction

In recent decades, several countries have reported outbreaks and epidemics
of pertussis (whooping cough)®. These facts have drawn attention because the
epidemics have occurred in countries with high vaccine coverages®; and pertussis is
an important cause of hospitalization and death in infant younger one year®.
Adolescents and adults have been identified as the primary source of infection for the

disease®*°.

The limitations of diagnostic methods used in many countries constitutes one
of the main difficulties encountered by the World Health Organization (WHO) in
assessing the supplied data and in developing strategies for controlling

pertussis™®"’.

In order to confirm cases of pertussis, most epidemiological surveillance
centers in developed countries not only use nasopharyngeal culture, but also more
sensitive diagnostic methods, such as polymerase chain reaction (PCR), and in
some regions serology is also used™*®. A suspected case of pertussis is confirmed
with the isolation of Bordetella pertussis by culture, by PCR or a case that meets the
clinical definition and is epidemiologically linked to a case confirmed by culture or
PCR. The sensitivity of these laboratory tests varies, mainly with respect to the age of
the patient, the stage of the disease, previous use of antibiotics and vaccination

status>’.

In 2011, the technical advisory group for vaccine-preventable diseases from
the Pan American Health Organization (PAHO) recommended a greater commitment
on the part of Latin American countries to the epidemiological surveillance of

pertussis®.

For better epidemiological surveillance it is necessary to incorporate new
diagnostic methods for confirming cases of pertussis as routine practice in public
health services. In adolescents and adults, diagnosis is generally delayed®°*°,
Culture has a very low positivity when collected from the second week after onset of

cough'’. The use of culture, as the only laboratory test to confirm cases of pertussis,
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leads to an underestimation of the real prevalence of the disease'. Many studies
have demonstrated that the use of PCR and serology increases the number of
confirmed cases'®**!*. The positivity of PCR varies from 73% to 100% and culture
from 30 to 50%"°'°. PCR results are not influenced by the previous use of
antibiotics, and it also provides faster results than culture. In Brazil, PCR is not

routinely used as a diagnostic method within the public health system®®*’.

The aim of this study is to estimate the frequency of PCR positivity and culture
positivity in adolescents and adults with a cough for more than 14 days and less than

30 days attended at polyclinics in the city of Recife.

Material and Methods

The study was conducted in 10 polyclinics in the city of Recife, Brazil.
Polyclinics from each of the 6 health district of Recife were randomly selected by
probability proportional to the number of attendances. The number of individuals
selected at each health center was proportional to the population of the health district
in which the center is located. Prior to the collection of nasopharyngeal secretion for
PCR and culture, all participants answered a standardized questionnaire with
information concerning age, date of onset of cough and other signs and symptoms.
During the period from August 2010 to July 2011, individuals aged 10 years and
over, with a cough for more than 14 days and less than 30 days were considered
suspected cases of pertussis and were included in the study. Individuals were
excluded if they were immunosuppressed or if they presented: tuberculosis, chronic
bronchitis, other chronic diseases that develop with cough or use of drugs that cause
a cough. Ten undergraduate nurses were trained by a qualified nurse to collect nasal

swabs.

Criteria for a clinical case definition of pertussis were: cough for more than 14
days, associated with at least one of the symptoms: paroxysmal cough, inspiratory
winch, post-tussive vomiting without any other apparent cause of cough. Suspected
cases of pertussis were confirmed by culture-positive for B. pertussis or individuals

who met the criteria for clinical case definition of pertussis and PCR-positive.
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Individuals were also considered confirmed cases if they met the criteria for clinical

case definition and were household contacts of cases confirmed by culture or PCR.

Material for culture and PCR was collected by nasopharyngeal swab from
individual nostrils for each procedure. The swab collected for culture was inoculated
in a transport medium equivalent to 50% of the concentration of Regan-Lowe
medium (Oxoid Ltd., Columbia, Md.), and in the laboratory seeded in a Reagan Lowe
medium (Oxoid Ltd., Columbia, Md.), made selective by the addition of cephalexin
40mg/L. Suspected colonies of B. pertussis were confirmed through biochemical
tests. Real-time PCR used primers and TagMan® probes specific for the IS 481

region*®*°.

The study was approved by the Research Ethics Committee at Hospital
Universitario Oswaldo Cruz, under registration number 029/2008. All participants

signed the Informed Consent Forms.

Data were coded and processed with Epi-info 6.0.4 (CDC). A descriptive
analysis of the data was conducted by frequency distribution and mean values and
their respective standard deviations. In the comparative analysis of the age of
suspects according to positivity for pertussis, the student t-test was applied to
independent samples, and normality tests were conducted with the Komogorov-
Smirnov test. The Fisher exact test was used in the association analysis, when the
independent variable was categorical. The statistical significance adopted for
analyzing the hypothesis was 5% (p < 0.05).

Results

A total of 192 individuals with suspected pertussis were selected. Among
these, 5% (10/192) were diagnosed with pertussis confirmed by culture and PCR
(Table 1). The mean age was 40.7 years, ranging between 10 and 84 years with a
SD + 17.8 years, of which 55.7% (107/192) was older than 40 years, 27.6% (53/192)
was between 20 and 39 years and 16.7% 32/192) 10-19 years. Of the overall total,
70.0% (134/192) ware female. Culture and PCR were positive for B. pertussis in one
patient (Table 1). Sensitivity of PCR was 94%.



119

Among the 10 confirmed cases of pertussis, 5 were index cases that led to the

identification of 5 more cases.

Table 1. Diagnostic criteria for the confirmation of pertussis in adolescents and

adults with prolonged cough.

Positive (%) Cl (95%)
Culture 1/10 10% 0.25%-44.5%
Real-time PCR 7/10 70% 34.7%-93.3%
Epidemiological linkage 3/10 30% 6.7%-65.2%

Discussion

The present study was conducted during an interepidemic period, which may
therefore, have influenced the low number of eligible individuals®®'’. Nasopharyngeal
secretion was collected from day 14 after the onset of cough, which may have
impeded the etiological diagnosis of pertussis with culture and PCR. In the present
study, among the suspected cases of pertussis, 10.5% (21/192) presented a cough
for more than 21 days. These two events may have led to false-negative results of
the culture and PCR".

The use of PCR made it possible to confirm 100% of the diagnosed cases.
Among these, 70% were confirmed by PCR-positive and 30% by epidemiological
linkage, with one case confirmed by culture. If culture alone had been used then
there would have only been a 10% confirmation of cases. Tozzi et al, 2005, in a
review of 5 studies of pertussis in symptomatic adults, observed that the sensitivity of
culture varied from 1-30% and PCR from 3-50% . Schlapfer, 1995, in a prospective
study of individuals with a cough using culture and PCR simultaneously for B
pertussis, obtained four times more positive results with PCR, when compared to

culture?.
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In the present study, culture was positive for B. pertussis in only one patient,
whose PCR was also positive. Many studies have demonstrated a low sensitivity of
culture in the confirmation of pertussis cases when compared to PCR and
serology*?***>2* Schmidt — Schlapfer, 1997, observed an increase of 2.6 times more
confirmed cases by PCR when compared to culture?’. Birkebaek in a similar study
confirmed 2% of the cases by culture and 5.5% with PCR?. Knorr et al in 2006,
observed that from 808 specimens tested by PCR, culture and direct
immunofluorescence, 79 were positive cases with all three methods. Culture

confirmed 48.1% of the cases and PCR 83.5% of the cases.

When PCR was compared to confirmed cases by culture, PCR detected 1.7
times more cases®®. B. pertussis is difficult to cultivate. Its positivity is greater in the
final stages of incubation, during the catarrhal stage and early paroxysmal stage of
the disease. The lowest positivity of culture occurs when the samples are collected
during the paroxysmal stage between three and six weeks of the disease. In adults
where there is a delay in diagnosing the disease culture positivity is low, and varies
between zero and 30%"*'. PCR, although at a lower intensity than culture, until the
third week of symptoms (cough) presents greater positivity in relation to culture®.

After 14 days of the disease, the positivity of PCR tends to decrease™”.

In some laboratories, PCR has been the only diagnostic test used to confirm
cases of pertussis, because of its high sensitivity and because it is easier to perform

than culture®

Conclusion

The use of PCR for the diagnosis of pertussis can increase the number of
confirmed cases in adolescents and adults, even when samples are collected
between the fourteenth and thirtieth day after onset of symptoms and in

interepidemic periods.
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Anexo A — Tabela 1 — Numero de casos de Coqueluche notificados no segundo ano

de inicio de sintomas e faixa etaria. Recife, 2008 — 2011

Ano e Inicio dos FAIXA ETARIA
Sintomas (em anos)
<1 Ano 1-4 5-9 10-14 35-49 Total
2008 29 5 2 - - 36
2009 9 - - - - 9
2010 5 - - - - 5
2011 2 - - - - 2

Nota: Dados provisérios, sujeitos a revisao (dados coletados em 17/07/2011)

Fonte: Pernambuco (2011)
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Anexo B — Tabela 2 — Coqueluche - Numero de casos notificados no segundo ano de

inicio de sintomas e faixa etaria. Pernambuco, 2008 — 2011

Ano e Inicio dos FAIXA ETARIA
Sintomas (em anos)
<1 1-4 5-9 10-14 | 15-19 | 20-34 | 35-49 | Total
Ano
2008 110 15 4 - - - - 129
2009 30 7 - - - - 38
2010 24 2 - 1 - 3 - 30
2011 10 - - 2 1 2 2 17

Nota: Dados provisérios, sujeitos a revisdo (dados coletados em 03/07/2012)
Fonte: SINAN/GPCAA/DGCDA/SEVS/SES-PE
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