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RESUMO

A coqueluche é uma doencga infecciosa do trato respiratorio causada pela bactéria
Bordetella pertussis, havendo um surto no Distrito Federal em 2014. A selecao de
linhagens com epitopos diferentes das cepas vacinais é uma das hipoteses para
explicar o surgimento de casos novos da doenga. As fimbrias e a toxina pertussis
sdo consideradas primordiais para a patogénese da coqueluche. O gene que
coordena a expressao das fimbrias € o fim3. O promotor ptxP é responsavel pela
expressdao do gene ptx, codificador da toxina PT. O objetivo deste trabalho foi
identificar o perfil genotipico das linhagens de B. pertussis circulantes no Distrito
Federal e entorno, entre 2012 e 2018 em relagdo aos genes fim3 e ptx por tipagem
molecular. Apds o cultivo, extracdo do DNA e amplificacdo por PCR, realizou-se o
sequenciamento dos genes fim3 e ptx e finalmente a variagao alélica foi identificada
por MAST. Foi encontrada uma maior frequéncia do alelo de pouca distribuicao
mundial fim3-24, sendo este diferente da cepa vacinal, o alelo fim3-1. Além disso, foi
identificada uma mudanca de padrao alélico fimbrial durante o periodo de 2012 a
2014, sendo o fim3-24 o predominante a partir de 2014, época essa da epidemia de
coqueluche no DF. Todas as linhagens apresentaram o alelo do tipo ptxP-3 e desse
modo, diferiram da vacinal, que possui alelo ptxP-2. A presenca de ptxP-3 pode ter
contribuido para o sucesso na colonizagdo do hospedeiro pelos patégenos
analisados, pois linhagens portadoras deste alelo apresentam maior viruléncia. Os
dados indicaram também que o surto em 2014 no DF pode ter ocorrido com
influéncia de ptxP-3 visto que grande parte das mesmas amostras apresentaram
selecdo de alelos diferentes do vacinal também para o gene fim3. Logo, os dois
genes podem ter contribuido no sucesso na circulagdo das bactérias na populagéao
do Distrito Federal. Em sua totalidade, os resultados sugerem a ocorréncia de
selecdo de linhagens com perfil genético distinto da linhagem utilizada na vacina
para a imunizacao de coqueluche no Brasil.

Palavras-chave: coqueluche; genes fim3 e ptx; vacina; epidemia; tipagem molecular.
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ABSTRACT

Pertussis is an infectious disease of the respiratory tract caused by the bacterium
Bordetella pertussis, with an outbreak in the Federal District in 2014. The selection of
strains with epitopes different from the vaccine strains is one of the hypotheses to
explain the emergence of new cases of the disease. Fimbriae and pertussis toxin are
considered essential for the pathogenesis of pertussis. The gene that coordinates the
expression of fimbriae is fim3. The ptxP promoter is responsible for the expression of
the ptx gene, encoding the PT toxin. The objective of this work was to identify the
genotypic profile of B. pertussis strains circulating in the Federal District and
surrounding areas, between 2012 and 2018 in relation to the fim3 and ptx genes by
molecular typing. After -cultivation, DNA extraction and PCR amplification,
sequencing of the fim3 and ptx genes was carried out and finally the allelic variation
was identified by MAST. A higher frequency of the allele, which is not widely
distributed worldwide, fim3-24, was found, which is different from the vaccine strain,
the fim3-1 allele. Furthermore, a change in the fimbrial allelic pattern was identified
during the period from 2012 to 2014, with fim3-24 being predominant from 2014
onwards, the period of the pertussis epidemic in the Federal District. All strains
presented the ptxP-3 type allele and thus differed from the vaccine strain, which has
the ptxP-2 allele. The presence of ptxP-3 may have contributed to the successful
colonization of the host by the pathogens analyzed, as strains carrying this allele
present greater virulence. The data also indicated that the 2014 outbreak in the DF
may have occurred with the influence of ptxP-3 since a large part of the same
samples presented selection of alleles different from the vaccine also for the fim3
gene. Therefore, the two genes may have contributed to the successful circulation of
bacteria in the population of the Federal District. In total, the results suggest the
occurrence of selection of strains with a genetic profile different from the strain used
in the vaccine for pertussis immunization in Brazil.

Keywords: whooping cough; fim3 and ptx genes; vaccine; epidemic; molecular
typing.
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1 INTRODUGAO

1.1 Breve histoérico da coqueluche

Historicamente conhecida como "tosse dos 100 dias", a coqueluche pertence
ao nicho de doencas infecciosas que acometem o trato respiratério. E classificada
como uma doenga respiratoria aguda grave, extremamente contagiosa causada pela
bactéria Bordetella pertussis, descrita inicialmente durante a epidemia de Paris, em
1578 por Guillaume De Baillou (HOTEZ, 2019; KILGORE et al., 2016; NGUYEN;
SIMON, 2018; NIEVES; HEININGER, 2016).

Os primeiros achados morfolégicos da Bordetella pertussis ocorreram em
1883 descritos por Carl Burger, que identificou em uma amostra de escarro de um
paciente diagnosticado clinicamente com coqueluche a presenga de bactérias em
forma de bastonetes. Posteriormente em 1900, Jules Bordet confirmou os achados
de Burger (1883) ao buscar tratamento para sua filha de 5 meses diagnosticada com
coqueluche e visualizar microscopicamente pequenos bacilos Gram-negativos no
escarro. Bordet e Gengou (1906 apud CHERRY, 2015), pela primeira vez na historia,
conseguiram cultivar e isolar a Bordetella pertussis em 1906 (CHERRY, 2015;
KILGORE et al., 2016).

1.2 Microbiologia das espécies de Bordetella

Bordetella pertussis é classificada morfologicamente como um cocobacilo
Gram-negativo pleomorfico (figura 1), que apresenta otimo crescimento em
condigbes de aerobiose, em temperatura mesofilica de 35°C +/- 2°C em meio de
cultivo agar Bordet-Gengou ou Regan-Lowe (figura 2) (PROCOP et al., 2018).

Atualmente existem 10 espécies de Bordetella descritas e classificadas na
familia Alcaligenaceae (B. pertussis, B. parapertussis, B parapertussis associada a
bovinos, B. brochiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. trematum, B. petri, e B
ansorpii). Todas as espécies sdo geneticamente distintas e associadas a diferentes
hospedeiros, conforme a tabela 1 (KILGORE et al., 2016; LEBER, 2014; PROCOP et
al., 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?ZNjpUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?ZNjpUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?ryB6Bd
https://www.zotero.org/google-docs/?ryB6Bd
https://www.zotero.org/google-docs/?c7O7vz
https://www.zotero.org/google-docs/?zbnbMf
https://www.zotero.org/google-docs/?zbnbMf
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A Regan Lowe Bordet Gengou

Figura 1 - Microscopia da B. pertussis Figura 2 - Agar Bordet-Gengou ou Regan-Lowe
Fonte: (MADIGAN et al., 2016) Fonte: (HOZBOR, 2018)

Tabela 1 - Espécies de Bordetella e seus hospedeiros associados

Espécies de Bordetella Hospedeiros associados
B. pertussis Apenas humanos
B. parapertussis Humano, ovelha, cabra, porco
B. parapertussis associada a Bovinos Gado
B. bronchiseptica Humano, porco, gato, cachorro, coelho
B. avium Humano, passaro
B. hinzii Humano, passaro
B. holmesii Humano
B. trematum Humano
B. petrii Humano
B. ansorpii Humano

Fonte: Adaptado de (KILGORE et al., 2016)

A espécie B. pertussis € o principal agente causador da coqueluche, porém,
nao € o unico. Ha relatos na literatura de outras espécies como a B. parapertussis e
B. holmesii, que podem causar sintomas de tosse semelhantes a coqueluche (MOOI
et al., 2012; NIEVES; HEININGER, 2016).

Entretanto, a diferenciacao entre as espécies se da a partir das caracteristicas
fenotipicas e de seu crescimento. Sdo bactérias imdveis, fastidiosas e inativas na
maioria das provas bioquimicas. A B. pertussis é catalase e oxidase positiva,
enquanto que a B. parapertussis € menos fastidiosa, oxidase negativa, urease
positiva e expressa uma pigmentacdo marrom quando cultivada em meio
Regan-Lowe ou Mueller-Hinton (LEBER, 2014; PROCOP et al., 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?Q7IzIw
https://www.zotero.org/google-docs/?YKDXQ2
https://www.zotero.org/google-docs/?NCk5mb
https://www.zotero.org/google-docs/?E6vxld
https://www.zotero.org/google-docs/?E6vxld
https://www.zotero.org/google-docs/?AgPDDy

23

B. holmesii pode ser diferenciada das demais espécies por nao produzir
hemolise no meio de cultura com sangue de carneiro como as outras duas, além de
ndo ser fastidiosa e crescer em meios rotineiros de laboratérios clinicos, bem como
também serem produtoras da pigmentagdo marrom como a B. parapertussis
(PITTET, POSFAY-BARBE, 2016).

1.3 Fatores de viruléncia da Bordetella pertussis

A patogénese da coqueluche € resultante de uma gama de fatores de
viruléncia da B. pertussis que interagem de maneira coordenada desde a
colonizagao, até a infecgdo do paciente, sob controle de um sistema de regulagéo
que controla a expressdo desses fatores de viruléncia em resposta ao ambiente.
Dentre os diversos fatores de viruléncia descritos na tabela 2 e figura 3,
destacam-se toxinas, estruturas celulares de superficie (adesinas) e proteinas
metabdlicas (OLIVEIRA, 2018; PINTO; MERKEL, 2017).

Tabela 2 - Fatores de viruléncia de B. pertussis

Toxinas Adesinas Proteinas metabdlicas

Toxina pertussis (PT) Fimbrias (FIM), BrkA
Toxina adenilato ciclase (ACT)  Hemaglutinina filamentosa (FHA) BapC
Toxina dermonecrotica (DNT) Pertactina (PRN) BatB
Citotoxina traqueal (TCT) Lipo-oligossacarideos (LOS)

Sistema de secregdo tipo Il (T3SS)
Fonte: Adaptado de (GUISO, 2015).



https://www.zotero.org/google-docs/?ucGN3Z
https://www.zotero.org/google-docs/?2tkfDl
https://www.zotero.org/google-docs/?vlXfhC
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Adenylate
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Figura 3 - Fatores de viruléncia da B. pertussis
Fonte: (LOFTUS, 2018)

As toxinas compreendem, a toxina pertussis (PT), toxina adenilato ciclase
(ACT), toxina dermonecrotica (DNT) e citotoxina traqueal (TCT). Dentre as estruturas
celulares de superficie, existem as fimbrias (FIM), hemaglutinina filamentosa (FHA),
pertactina (PRN), lipo-oligossacarideos (LOS) e sistema de secrecéo tipo Il (T3SS).
Ja dentre as proteinas metabdlicas, evidenciam-se a BrkA, BapC e BatB (BELCHER
et al., 2021; KILGORE et al., 2016; NIEVES; HEININGER, 2016; OLIVEIRA, 2018;
PINTO; MERKEL, 2017).

Os fatores de viruléncia da B. pertussis sao transcritos em sua maioria a partir
dos genes do lécus BvgAS (bordetella virulence genes), um sistema regulatério
composto por dois componentes (BvgA e o BvgS), responsaveis por controlar mais
de 200 diferentes genes (BELCHER et al., 2021; CHEN; STIBITZ, 2019; DUPRE et
al., 2015). BvgA é uma proteina reguladora de resposta tipica que funciona como um
ativador transcricional ligante de DNA. Possui um dominio receptor (Rec) e um
dominio hélice-volta-hélice (HTH). BvgS €& uma cinase sensora localizada no
periplasma da B. pertussis contendo polidominios: dois dominios N-terminal venus
flaytrap (VFT1 e VFT2), um dominio PAS localizada no interior da célula

(citoplasma), um dominio histidina cinase (HK), um dominio receptor (Rec) e um


https://www.zotero.org/google-docs/?i94rfQ
https://www.zotero.org/google-docs/?2ZhB84
https://www.zotero.org/google-docs/?2ZhB84
https://www.zotero.org/google-docs/?2ZhB84
https://www.zotero.org/google-docs/?2BBZQY
https://www.zotero.org/google-docs/?2BBZQY
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dominio histidina fosfotransferase (Hpt) conforme descrito na figura 4 (DECKER et
al., 2012; MELVIN et al., 2014; OLIVEIRA, 2018).

a Inactive BvgAS  Active BvgAS

Outer membrane

Periplasm

Cytosol

-{vrgloci- —{vagloci

Figura 4 - Sistema regulatério BvgAS da B. pertussis
Fonte: (MELVIN et al., 2014)

B. pertussis quando cultivada em meio de cultura padrdo, a 37°C ativa o
sistema regulatorio BvgAS e utiliza ATP para autofosforilar a sensor cinase (BvgS).
O processo inicia-se (figura 4) a partir da adicdo de fosfato a uma histidina
conservada no dominio HK, retransmitindo-o para o dominio receptor, depois para
uma histidina no dominio Hpt e finalmente para a proteina BvgA. Uma vez
fosforilada, BvgA se ligara as sequéncias especificas de DNA para ativar a
transcricdo dos genes de viruléncia (vag loci) ou reprimir a transcricdo dos genes
que precisam ser reprimidos (vrg loci) a partir da proteina BvgR, que regula
negativamente os genes vrg (MELVIN et al., 2014; MOON et al., 2017; OLIVEIRA,
2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?1B3CqX
https://www.zotero.org/google-docs/?1B3CqX
https://www.zotero.org/google-docs/?l18awj
https://www.zotero.org/google-docs/?GoDwkN
https://www.zotero.org/google-docs/?GoDwkN
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Os genes regulados pelo sistema BvgAS pertencem a quatro classes que
conferem trés diferentes fases fenotipicas (figura 5). A classe 1 é composta pelos
genes operon ptx-ptl, cyaA-E e o operon bsc que codificam respectivamente (PT,
ACT e T3SS). A expressao maxima desses genes € conhecida como fase Bvg*, ou
também fase virulenta, e se da quando o BvgAS esta totalmente ativo. Os genes da
classe 2 incluem fhaB, fim e bvgAS que codificam FHA, FIM e o préprio BvgAS,
respectivamente, todos expressos ao maximo nas fases Bvg* e intermediaria (Bvg').
Os genes da classe 3 (bipA) codificam uma proteina da membrana plasmatica
externa da B. pertussis, porém, sua fung¢ao ainda € desconhecida, sendo expressa
ao maximo na fase Bvg'. Por fim, os genes da classe 4 conhecidos como genes de
viruléncia reprimida (vrg loci) sdo expressos na fase Bvg -, também chamada de fase
avirulenta e incluem genes responsaveis pela sintese de flagelos que conferem
motilidade para B. bronchiseptica (BOULANGER et al., 2013; DORJI et al., 2018;
MELVIN et al., 2014; NOVAK et al., 2020; OLIVEIRA, 2018).

b BvgAS

Relative expression level

Bvg phase : Bvg' phase Bvg* phase
(ex vivo) ! (transmission?) ! (in vivo)

Figura 5 - BvgAS controla quatro classes de genes e trés fases fenotipicas distintas
Fonte: (MELVIN et al., 2014)


https://www.zotero.org/google-docs/?O5QOAg
https://www.zotero.org/google-docs/?O5QOAg
https://www.zotero.org/google-docs/?CYSrZd
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1.3.1 Toxina pertussis

A interacdo patégeno-hospedeiro € imunomodulada pelos fatores de
viruléncia da B. pertussis, principalmente pelas adesinas e toxinas (BELCHER et al.,
2021). A PT foi um dos primeiros fatores de viruléncia de B. pertussis descritos e
caracterizados pela literatura como um dos principais responsaveis pela patogénese
da coqueluche ao induzir linfocitose em seus hospedeiros (MORSE; MORSE, 1976;
PITTMAN, 1984). Porém, ja esta elucidado que o mecanismo patogénico da B.
pertussis € resultante da agdo conjunta dos seus fatores de viruléncia (LOCHT;
ANTOINE; JACOB-DUBUISSON, 2001).

A PT contém dominios A e B em sua estrutura com diferentes funcoes,
pertencente a classe AB de toxinas. O dominio A é composto por uma subunidade
(S1) responsavel pela atividade catalitica da toxina e o dominio B é formado por um
pentdmero de cinco subunidades (S2, S3, S4 e S5), responsavel pela ligagéo as
superficies celulares. Portanto, a PT ¢é uma holotoxina do tipo AB; de
ADP-ribosilagao (figura 6) (BELCHER et al., 2021; MELVIN et al., 2014; OLIVEIRA,
2018; STEIN et al., 1994).

A holotoxina PT é capaz de ligar-se a quaisquer glicoproteinas de membrana.
Apods a ligagcdo da PT em seu receptor (sialoglicoproteina), ocorre sua entrada no
interior da célula hospedeira via endocitose, em direcao ao complexo de Golgi pela
via transportadora endocitica e posteriormente para o reticulo endoplasmatico (RE)
(figura 7). A subunidade A sai do RE e no citoplasma catalisa a transferéncia de
ADP-ribose de NAD" a proteinas G inibitérias. A modificagao da proteina G elimina a
sua fungao inibitéria de inibir a atividade da adenilato ciclase, resultando em niveis
aumentados de AMP ciclico (cAMP) na célula e consequentemente no bloqueio de
outras enzimas e vias reguladas pela proteina G, ocasionando na desregulacao da
resposta imune (BELCHER et al., 2021; EL BAYA; BRUCKENER; SCHMIDT, 1999;
LOCHT; COUTTE; MIELCAREK, 2011; MELVIN et al., 2014; OLIVEIRA, 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?vXTMKE
https://www.zotero.org/google-docs/?vXTMKE
https://www.zotero.org/google-docs/?dHnkEi
https://www.zotero.org/google-docs/?dHnkEi
https://www.zotero.org/google-docs/?m8Fult
https://www.zotero.org/google-docs/?m8Fult
https://www.zotero.org/google-docs/?7XZn75
https://www.zotero.org/google-docs/?7XZn75
https://www.zotero.org/google-docs/?Z8Ykq5
https://www.zotero.org/google-docs/?Z8Ykq5
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B pentamer

Figura 6 - Estrutura quaternaria da PT
Fonte: (MELVIN et al., 2014)
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Figura 7 - Imunomodulacéo via PT
Fonte: (MELVIN et al., 2014)



https://www.zotero.org/google-docs/?yiNLUF
https://www.zotero.org/google-docs/?nBOl7z
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1.3.2 Toxina adenilato ciclase

A ACT é uma proteina altamente imunogénica, pertencente a familia das
toxinas RTX (repeats in toxin). As RTX sdo compostas por repeticdes de dominios
de unidade, o que confere a proteina sua estrutura caracteristica, sendo responsavel
por varios aspectos da patogénese da coqueluche (MELVIN et al., 2014; NOVAK et
al., 2017; VOJTOVA; KAMANOVA; SEBO, 2006).

A estrutura da ACT (figura 8) apresenta dois médulos funcionais, um dominio
amino C-terminal de adenilato ciclase (AC), que contém as repeticbes de RTX,
composto aproximadamente por 400 aminoacidos, responsavel pela ligagao a célula
alvo, e um dominio N-terminal adenilato ciclase que converte ATP em cAMP
(adenosina monofosfato ciclico, ou AMP ciclico). Os dominios sao interligados por
segmentos hidrofébicos (BAUCHE et al., 2006; CARBONETTI, 2010; MELVIN et al.,
2014; OLIVEIRA, 2018).

Adenylate
cyclase
domain

— RTX domain

Hydrophobic segments

Figura 8 - Estrutura da ACT
Fonte: (MELVIN et al., 2014)

O mecanismo de interacao entre a ACT e a célula hospedeira se da pelo
reconhecimento da ACT pelo receptor de complemento 3 (CR3), expresso na
membrana plasmatica de neutrofilos, macrofagos e células dendriticas (figura 9).
Poros seletivos para cations sdo formados na membrana plasmatica da célula
hospedeira pelos segmentos hidrofébicos da ACT, o que permite a translocagao do
dominio AC para interior da célula pela ligagdo a calmodulina - uma proteina
citosodlica responsavel por catalisar a sintese de cAMP a partir do ATP intracelular
(CARBONETTI, 2010; GUERMONPREZ et al., 2001; GUISO, 2017; MELVIN et al.,
2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?Zzly7D
https://www.zotero.org/google-docs/?Zzly7D
https://www.zotero.org/google-docs/?lkYHZB
https://www.zotero.org/google-docs/?lkYHZB
https://www.zotero.org/google-docs/?gXmDqT
https://www.zotero.org/google-docs/?l3fI7J
https://www.zotero.org/google-docs/?l3fI7J
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d CR3

Calmodulin Cations

ATP cAMP

Nucleus

Host cell

Figura 9 - Interagdo da ACT com a célula hospedeira
Fonte: (MELVIN et al., 2014)

Portanto, a atividade da adenilato ciclase promove o aumento na produgao de
cAMP pela célula hospedeira, interrompendo as vias de sinalizagao celular. A
combinacao de efeitos da intoxicagao por ACT e a formagao de poros na membrana,
resultam na viruléncia da B. pertussis, visto que a bactéria sera capaz de inibir a
fagocitose dependente do complemento, induzir a produgdo de citocinas
anti-inflamatdrias e suprimir citocinas pro-inflamataérias, além de inibir o recrutamento
de outras células do sistema imunolégico (CARBONETTI, 2010; GUO et al., 2005;
KAMANOVA et al., 2008; NOVAK et al., 2017).

1.3.3 Sistema de secrecéo tipo |l

O T3SS, esta presente em muitas bactérias, sendo altamente conservado em
Gram-negativas (HUECK, 1998). O T3SS da B. pertussis é extremamente evoluido e
muito se assemelha a uma agulha (figura 10), presente na superficie externa da
célula bacteriana. Possui primordial participagdo na patogenicidade da B. pertussis,

pois atua como uma nanomaquina de injecdo de proteinas de viruléncia


https://www.zotero.org/google-docs/?tYMehD
https://www.zotero.org/google-docs/?h2nb0G
https://www.zotero.org/google-docs/?h2nb0G
https://www.zotero.org/google-docs/?95e4sr
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(injetossoma), consideradas efetoras, do interior da célula bacteriana para o interior
da célula hospedeira por meio de um conduto que abrange as duas membranas
bacterianas e a membrana plasmatica da célula-alvo (KAMANOVA, 2020; KUWAE et
al., 2006, 2016; NOTTI; STEBBINS, 2016; RADICS; KONIGSMAIER; MARLOVITS,
2014).

3

A

Filament

Base

. g tilted surface
VN view (45°)

Figura 10 - Estrutura do injetossoma T3SS da B. pertussis
Fonte: (GALAN et al., 2014)

Dentre as proteinas efetoras do T3SS da Bordetella pertussis, quatro foram
inicialmente descritas (BopB, BopD, BopN e Bsp22) (KUWAE et al., 2003; YUK et
al., 2000). BopB e BopD formam poros na membrana plasmatica da célula
hospedeira como um canal de efetores. BteA, também conhecido como BopC, € um
dos efetores do T3SS B. bronquiseptica e demonstrou causar necrose de certos
tipos de células in vitro (KUWAE et al., 2006). Um estudo mais recente realizado
com B. bronchiseptica demonstrou a agao do BteA nos mecanismos de sinalizagao
do citoesqueleto de actina, induzindo necrose de certos tipos de células, mas
também a inibicdo da fagocitose por macrofagos (KUWAE et al., 2016).

Em B. pertussis, uma substituicdo especifica de aminoacidos na proteina
BteA parece diminuir sua citotoxicidade (BAYRAM et al., 2020). BopN, foi relatado
como sendo necessario para a citotoxicidade de BteA em certas linhagens de
células epiteliais (ABE; NISHIMURA; KUWAE, 2017; BELCHER et al., 2021).
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1.3.4 Citotoxina traqueal

A TCT é um carboidrato monémero dissacarideo-tetrapeptideo presente na
parede celular da B. pertussis, produzida durante a remodelagdo do peptidoglicano
(COOKSON; TYLER; GOLDMAN, 1989). Muitas bactérias Gram-negativas sao
capazes de reciclar a TCT pela permease AmpG presente no citoplasma, com
excecao da B. pertussis que apresenta ineficiéncia nesse processo devido a defeitos
na AmpG e acaba por liberar grande quantidade de TCT no periplasma bacteriano,
com posterior liberagdo para o meio extracelular (HEISS et al., 1993; KESSIE et al.,
2020; PARK, 2001; UEHARA; PARK, 2004).

O alto teor de TCT sérico atua sinergicamente com as LPS, sendo capaz de
induzir uma resposta pré-inflamatéria a partir de citocinas e interleucinas (como fator
de necrose tumoral a (TNFa), IL-1a, IL-1B e IL-6) no hospedeiro e superexpresséao
de o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), resultando no dano tecidual das células
ciliadas do trato respiratorio superior. Vale lembrar que dentre os diversos fatores de
viruléncia da B. pertussis, a TCT & o unico fator ndo regulado pelo sistema BvgAS
(FLAK; GOLDMAN, 1999; KESSIE et al., 2020; MELVIN et al., 2014).

1.3.5 Toxina dermonecratica

A DNT é um polipeptideo de cadeia simples de 1.464 aminoacidos. A regido
responsavel pela ligacdo da toxina a superficie celular das células-alvo € a regiéao
N-terminal, composta por 30 aminoacidos (FUKUI-MIYAZAKI et al., 2011;
KASHIMOTO et al., 1999).

A regido C-terminal composta por aproximadamente 300 aminoacidos possui
um dominio enzimaticamente ativo com atividade de transglutaminase que ativa as
pequenas GTPases da familia Rho, por meio da desamidacao ou poliaminagao. As
GTPases sao essenciais para diversas fungdes celulares como mobilidade celular,
transcricdo e reorganizagdo do citoesqueleto, indicando que ela age diretamente na
célula hospedeira (BELCHER et al., 2021; MASUDA et al., 2000; TERUYA et al.,
2020).

Entretanto, pouco se sabe sobre o papel biolégico da DNT na patogénese da
coqueluche, visto que a toxina ndo € secretada, porém, permanece no citoplasma da

B. pertussis. O nome dermonecrético deu-se visto que a toxina detinha a capacidade
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de induzir lesbes necréticas nos tecidos de cobaias experimentais e animais de
laboratério (COWELL; HEWLETT, MANCLARK, 1979; KASHIMOTO et al., 1999;
MATSUZAWA et al., 2002; MELVIN et al., 2014).

1.3.6 Hemaglutinina filamentosa

A FHA é uma proteina de adesao da B. pertussis presente na superficie da
membrana plasmatica da célula bacteriana e sua principal fungdo é garantir a
adesao da B. pertussis nas células do trato respiratério do hospedeiro. A FHA é uma
proteina grande, filamentosa, longa e fina, em forma de bastonete que associada a
proteina transportadora de FHA denominada FhaC, funciona como um membro
protétipo da via de secregao de dois parceiros (via TPS) (BELCHER et al., 2021;
CLANTIN et al., 2004; GUEDIN et al., 1998; LEO; GRIN; LINKE, 2012; MELVIN et
al., 2014).

A FHA ¢é sintetizada inicialmente como uma proteina precursora de
aproximadamente 370 kDa denominada FhaB, que passa por uma processamento
de remocado do pro-dominio carboxi-terminal (identificado em amarelo na figura 11)
para produzir a proteina madura FHA de 250 kDa, sendo posteriormente
transportada até a membrana externa da B. pertussis pela FhaC. O dominio maduro
da FHA classificado como MCD, é o responsavel pela especificidade da funcao de
adesdo da B. pertussis a células epiteliais ciliadas e pela persisténcia durante a
infecgdo, possivelmente participando da modulacido direta ou indireta do sistema
imunoldgico do hospedeiro (DE GOUW et al., 2011; JACOB-DUBUISSON; LOCHT;
ANTOINE, 2001; MAZAR; COTTER, 2006, 2007; MELVIN et al., 2014).
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MCD

Figura 11 - Apresentacdo da hemaglutinina filamentosa da célula de Bordetella sp.
Fonte: (MELVIN et al., 2014)

1.3.7 Fimbrias

O género Bordetella é capaz de produzir pili do tipo I, também conhecidos
como fimbrias, que estdo envolvidas na adeséo as células ciliadas e na modulagéo
da resposta imune do hospedeiro. A espécie pertussis € capaz de produzir dois
sorotipos fimbriais distintos (Fim2 e Fim3), codificados pelos genes fim2 e fim3. As
fimbrias sdo organizadas em subunidades (FimB, FimC e FimD) e codificadas pelo
operon fimBCD (BELCHER et al., 2021; EDWARDS; GROATHOUSE; BOITANO,
2005; MELVIN et al., 2014; WILLEMS; VAN DER HEIDE; MOOI, 1992).

A subunidade FimB €& uma proteina do tipo chaperona que auxilia na
montagem das fimbrias Fim2 e Fim3 com a participagéo da subunidade FimC que é
por sua vez, uma proteina do tipo usher, ou seja, uma proteina de membrana

responsavel por transpor as fimbrias para a superficie da célula bacteriana. FimD é
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a subunidade da fimbria localizada na extremidade com as propriedades de adesina
propriamente dita (figura 12) (BELCHER et al., 2021; CARBONETTI, 2010, 2016;
GUEVARA et al., 2016; SCHELLER et al., 2015).

Figura 12 - Apresentagéo da fimbria da célula de Bordetella sp.
Fonte: (MELVIN et al., 2014)

1.3.8 Pertactina

A PRN é um tipo de proteina transmembrana autotransportadora da B.
pertussis. Os autotransportadores sdo compostos por uma Uunica cadeia
polipeptidica que contém um dominio N-terminal de transporte e um dominio

C-terminal que fica exposto na superficie celular conforme representado na figura 13


https://www.zotero.org/google-docs/?j2gCHC
https://www.zotero.org/google-docs/?j2gCHC
https://www.zotero.org/google-docs/?Epp5Qo

36

(EDWARDS; GROATHOUSE; BOITANO, 2005; HENDERSON et al., 2004; LEO;
GRIN; LINKE, 2012).

O dominio de transporte é responsavel por guiar a proteina através da
membrana bacteriana, enquanto o dominio exposto na superficie celular é
responsavel por exercer sua fungao bioldgica, que no caso da pertactina é a adesao
ao epitélio respiratério ciliado do hospedeiro. O papel exato da PRN na patogénese
da Bordetella ainda parece ser desconhecido, entretanto, na espécie bronchiseptica
esta relacionada a resisténcia a depuragdo mediada por neutréfilos e na promocao
da persisténcia no trato respiratorio inferior (INATSUKA et al., 2010; JUNKER,;
BESINGI; CLARK, 2009; NICHOLSON; BROCKMEIER; LOVING, 2009).

Prn
Channel domain

Figura 13 - Apresentacéo da pertactina da célula de Bordetella sp.
Fonte: (MELVIN et al., 2014)
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1.3.9 Lipopolissacarideo

Os LPS sao classificados como endotoxinas bacterianas e as principais
estruturas que compdem a membrana externa das bactérias Gram-negativas.
Estruturalmente sido constituidas por trés partes: o Lipidio A, o nucleo ou cerne
oligossacarideo e a cadeia polissacaridica O, ou antigeno O (figura 14) (CAROFF;
KARIBIAN, 2003; NOVIKOV; MARR; CAROFF, 2019).

Polissacarideo O-especifico Lipideo A

Figura 14 - Estrutura do lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas.
Fonte: (MADIGAN et al., 2016)

Os LPS séo diferentes entre as espécies de Bordetella. B. pertussis produz
um lipidio A penta-acilado que esta ligado a um trissacarideo de nucleo complexo
(figura 15). B. bronchiseptica produz um lipidio A hexa-acilado que esta ligado a um
trissacarideo de nucleo complexo semelhante, e repetigbes de antigeno O. B.
parapertussis de humanos produz um lipidio A hexa-acilado que esta ligado a uma
estrutura central alterada e repeticbes de antigeno O. Por ndo apresentar as
repeticdbes de Antigeno-O, LPS de B. pertussis é também conhecido como
lipo-oligossacarideo (LOS) (MELVIN et al., 2014; OLIVEIRA, 2018; PRESTON et al.,
1999, 2006; SPERANDEO; MARTORANA; POLISSI, 2017).
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Figura 15 - Representagédo esquematica das diferentes estruturas de LPS das espécies de Bordetella sp.
Fonte: (NOVIKOV; MARR; CAROFF, 2019)
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A participacao dos LPS na patogénese da Bordetella foi descrito inicialmente
pela espécie B. pertussis, a partir de danos causados nas células traqueais ciliadas
pela sintese de oxido nitrico (NO) em sinergia com a agdo da TCT (FLAK;
GOLDMAN, 1999; NOVIKOV; MARR; CAROFF, 2019; UCIEKLAK; KOJ; NIEDZIELA,
2020).

1.4 Patogénese de coqueluche

Os biofilmes conceitualmente sao constituidos por comunidades microbianas
sésseis, formadas por células bacterianas agregadas, ou aglomeradas entre si,
envolvidas por uma matriz extracelular composta por exopolissacarideos, acidos
nucléicos, proteinas, lipideos e outras biomoléculas. As bactérias sésseis sao
aquelas que apresentam uma aderéncia forte as superficies, muitas vezes
irreversiveis, conferindo a elas resisténcia contra fatores externos e a acado da
resposta imunolégica (FLEMMING et al., 2016; KARYGIANNI et al., 2020).

A viruléncia multifatorial da B. pertussis é a responsavel pelo desenvolvimento
da patogénese da coqueluche, iniciada pela colonizagdo bacteriana no trato
respiratorio superior do individuo. A formagao do biofilme (figura 16) é considerada
por muitos pesquisadores como um fator de patogenicidade determinante para a
persisténcia de cepas de B. pertussis no trato respiratorio (CATTELAN et al., 2017;
HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; OLIVEIRA, 2018).
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Figura 16 - Formacgao do biofilme - ades&o bacteriana, maturagéo e dispersao
Fonte: (BEITELSHEES et al., 2018)

Apesar de ainda n&o estar totalmente elucidado todos os mecanismos
virulentos da B. pertussis, acredita-se que ap6s o hospedeiro sofrer exposicado as
cepas bacterianas por meio de perdigotos liberados por um individuo infectado, o

processo infeccioso inicia-se a partir da adeséo bacteriana as células epiteliais da
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mucosa nasal, ao epitélio traqueal e/ou células pulmonares, mediante acdo da FHA,
PRN, TCF, FIM, BteA, ACT, PT (figura 17a) (BELCHER et al., 2021; DE GOUW et
al., 2011; MELVIN et al., 2014; OLIVEIRA, 2018).
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Figura 17 - Patogénese da coqueluche X resposta imune
Fonte: (BELCHER et al., 2021)

A segunda etapa da patogénese da coqueluche consiste na multiplicagdo da
B. pertussis no local da infecgao e consequente dano tecidual no trato respiratério
inferior e superior com manifestacbes sistémicas, devido a resisténcia bacteriana a
remocao mucociliar promovida pelas células epiteliais e acdo das células
inflamatorias. A seguir, a TCT € internalizada pelas células epiteliais e, juntamente
com o LOS, induz a liberacdo de NO pelas células infectadas, sendo o NO e as ROS
0os principais destruidores das células epiteliais. ACT e BteA também podem
contribuir para a ruptura da barreira epitelial (figura 17b) (BELCHER et al., 2021;
KILGORE et al., 2016; OLIVEIRA, 2018).

Uma vez rompida a barreira epitelial e as glandulas submucosas disparadas,

o ferro pode ser liberado na superficie das células epiteliais pelo exsudato
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plasmatico (figura 17c). Em resposta a infec¢ao, o epitélio respiratorio pode produzir
mucinas altamente sulfatadas. O sulfato pode ser liberado das mucinas por
glicosiltransferases de B. pertussis e bactérias comensais, o que pode induzir a fase
Bvg' e, portanto, desencadear a formagéo de biofilme (figura 17d), permitindo assim
a colonizagao de longo prazo (BELCHER et al., 2021; NIEUW AMERONGEN et al.,
1998; RIVERA-CHAVEZ; MEKALANOS, 2019; ROBERTSON; WRIGHT, 1997).

TCT ao induzir a lise das células epiteliais ciliadas e a superproducédo de
muco, permite que as bactérias evitem a depuragdo mucociliar. A atividade
enzimatica da ACT tem como alvo as vias reguladoras das células e também
desorganiza o epitélio alterando as jungbes apertadas. O T3SS também induz
citotoxicidade no epitélio respiratério embora BteA de B. pertussis seja menos
potente que o de B. bronchiseptica (BAYRAM et al., 2020; HASAN et al., 2018;
KESSIE et al., 2020; KUWAE et al., 2006, 2016).

1.4.1 Imunidade inata e adaptativa

Além das modificacdes de superficie e formacgao de biofilme para diminuir sua
visibilidade pelo sistema imunolégico, B. pertussis desenvolveu estratégias para
evadir dos mecanismos de defesa imune inata e remodelar as respostas imunes
inatas e adaptativas. Células residentes, mondcitos infiltrados e células dendriticas
(DCs) imaturas s&o as primeiras células imunes a detectar moléculas de B. pertussis
por meio do reconhecimento por TLR e NOD e receptores semelhantes a NOD
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; HOVINGH et al., 2017).

As toxinas da B. pertussis, em especial a PT, suprimem o recrutamento inicial
de células imunes. Ela previne indiretamente a quimiotaxia de neutréfilos ao inibir a
producao de quimiocinas que atraem neutréfilos por macrofagos alveolares e células
epiteliais apos interrupcdo da sinalizagcdo de TLR-4 (figura 17e) (ANDREASEN;
CARBONETTI, 2008). A ACT pode induzir a reprogramagao de mondacitos infiltrados
ou macrofagos alveolares para tipos de células semelhantes a mondécitos menos
bactericidas e de vida curta. Enquanto PT, FHA e PRN amortecem a atividade
antimicrobiana dos fagécitos, incluindo estresse oxidativo e liberagdo de peptideos
antimicrobianos (AMP) (figura 17f) (BELCHER et al., 2021).

Para evitar ainda mais a depuragéo por fagécitos profissionais, fatores de

viruléncia de B. pertussis, como ACT, podem desencadear a apoptose de fagdcitos.
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Varios fatores de viruléncia podem contribuir para o acumulo de DCs que expressam
IFN-a nos pulmdes que medeiam a supressao precoce da diferenciacdo de células
Th17 (figura 17h). DCs intraepiteliais (e outras células mieloides) sao reprogramadas
para regular positivamente a produgao de IL-10 e diminuir a produgéo de IL-12, a fim
de favorecer a diferenciagdo de células T reguladoras, células Th2 e Th17 sobre
células Th1 (ADKINS et al., 2014; AHMAD et al., 2016; CHEUNG et al., 2009;
DIETERICH; RELMAN, 2011; WU et al., 2016).

DCs intoxicadas com ACT sao prejudicadas em sua capacidade de estimular
células T. A chegada de DCs potencialmente tolerogénicas aos linfonodos de
drenagem pode alterar as respostas imunes protetoras celulares contra B. pertussis.
Além disso, a PT é capaz de suprimir as respostas de anticorpos séricos (figura 17
j,K) (BELCHER et al., 2021).

1.5 Manifestacdes Clinicas

A manifestacdo classica da coqueluche é mais comumente presente em
lactentes e criangas pequenas nao imunizadas, sendo classificada em trés estagios
ou fases: catarral, paroxistica e convalescente. O tempo médio de duracdo da
doencga € de 6 a 12 semanas podendo durar mais em alguns casos, entretanto, os
sintomas normalmente aparecem apds um periodo de incubacdo de 7 a 10 dias em
média, podendo variar entre 5 a 28 dias (BRASIL, 2022; CHERRY, 2015; NIEVES;
HEININGER, 2016).

1.5.1 Fase catarral

A fase catarral da doenca é considerada uma sindrome clinica leve e
inespecifica com duracdo de 1 a 2 semanas. Inicia-se com manifestagdes
respiratorias e sintomas como febre pouco intensa, ndo sendo muito comum,
mal-estar geral, congestao nasal, rinorréia (coriza), dor de garganta e tosse leve e
seca semelhante a um resfriado comum. Gradualmente instala-se surtos de tosse
cada vez mais frequentes e intensos. Segue-se entdo o agravamento da tosse e
inicia-se a fase paroxistica (BRASIL, 2022; FRY; CAMPBELL; AMIRTHALINGAM,
2021; NIEVES et al., 2011; NIEVES; HEININGER, 2016).
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1.5.2 Fase paroxistica

A fase paroxistica dura de 2 a 6 semanas, € caracterizada por ataques subitos
de tosse, incontrolaveis, intensos e repetitivos, de 5 a 10 ou mais tosses fortes
durante uma unica expiragao, seguidas de um subito esforgo inspiratorio levando a
um som caracteristico chamado de guincho, oriundo do estreitamento da glote. Os
acessos de tosse podem ser tdo intensos que a pessoa nao consegue inspirar,
apresenta protrusdo da lingua, congestdao facial e, eventualmente, cianose, que
pode ser seguida de apneia e vomitos. O vOmito pos-tussigeno é um fendbmeno
comum. Entre os ataques, o paciente parece relativamente bem (KILGORE et al.,
2016; NIEVES; HEININGER, 2016).

A medida que a doenga progride, os episddios de paroxismos de tosse
geralmente aumentam em frequéncia, podendo chegar a 30 em 24 horas, e em
gravidade, principalmente a noite. A frequéncia e a intensidade dos episodios de
tosse paroxistica aumentam nas duas primeiras semanas e, depois, diminuem
paulatinamente (BRASIL, 2022).

1.5.3 Fase convalescente

O estagio de convalescenga, que geralmente dura de 1 a 12 semanas, é
caracterizado por uma diminuigdo na frequéncia e gravidade dos episddios de tosse,
convulsao e vOmito, e dao lugar a episodios de tosse comum. Durante o periodo de
recuperagao, infecgdes respiratérias virais sobrepostas podem desencadear uma
recorréncia transitoria de paroxismos. Pacientes com coqueluche classica causada
por infec¢ao primaria apresentam leucocitose associada a linfocitose (BRASIL, 2022;
NIEVES; HEININGER, 2016).

1.6 Epidemiologia Global e Cobertura Vacinal

A coqueluche é uma doenga global classificada como uma doenga endémica,
por frequentemente haver surtos esporadicos em diversos continentes ao redor do
mundo, com maior prevaléncia em paises em desenvolvimento (KILGORE et al.,
2016). De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), em 2008 cerca de

mais de 148 mil casos foram confirmados em todo o mundo, com mortes de criancas
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menores de 5 anos. Em 2014 estima-se que houve mais de 186 mil casos de
coqueluche. Ja em 2018 foram registrados mais de 169 mil e em 2021 cerca de mais
de 29 mil casos de coqueluche (figura 18) (WHO, 2010, 2018, 2023a, 2023b).
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Figura 18 - Casos notificados e incidéncia global da coqueluche - 1980 a 2022.
Fonte: (WHO, 2023b)
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Figura 19 - Cobertura vacinal completa contra coqueluche global X notificagdes entre 1980 a 2022.
Fonte: (WHO, 2023c)

Apesar de ser uma doenga endémica, a coqueluche teve sua incidéncia global

diminuida drasticamente apés a chegada da vacina na década de 1950. A taxa
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global da cobertura vacinal em 2012 era de 84%, subindo para 86% em 2019 e em
2021 caiu para 81% (figura 19) (WHO, 2010, 2018, 2023c). Entretanto, apesar da
alta taxa de cobertura vacinal mundial de trés doses contra difteria, tétano e
coqueluche (DTP3), ou seja, ciclo de vacinagdo completo, em muitos paises tem-se
observado o ressurgimento da coqueluche durante a ultima década, sendo
registrados surtos epidémicos entre 3 a 5 anos (figura 20) (CLARK, 2014; KILGORE
et al., 2016; MACINA; EVANS, 2021).
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Figura 20 - Cobertura vacinal completa da vacina DTP3 a nivel global, de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento - 1980 a 2019.
Fonte: (LINDSTRAND et al., 2021)

Importantes surtos epidémicos foram notificados em diversos paises e
descritos na literatura entre os anos de 2008 e 2016 como, Estados Unidos da
América (EUA), Canada, Australia, Japao, Reino Unido, Suécia, Polbnia, Malasia,
Argentina, Brasil, Colébmbia e México (AMIRTHALINGAM; GUPTA; CAMPBELL,
2013; CENTRO EUROPEU DE PREVENCAO E CONTROLE DE DOENCAS, 2019;
HOZBOR et al., 2019; KAMIYA et al., 2012; SMITH et al., 2014; THISYAKORN et al.,
2019).
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O ressurgimento global da coqueluche pode ser explicado por diversos
fatores, dentre eles, maior numero de individuos transmissores da doenca, uma vez
que a alta cobertura vacinal restringia-se a criangas pequenas, sendo necessario
aumentar a incidéncia de vacinagdo de criangas maiores, jovens e adultos
(DOMENECH DE CELLES et al., 2016; KILGORE et al., 2016); investimentos e
otimizacdo dos métodos diagndsticos; evolugdo das cepas de B. pertussis
circulantes diante a pressao seletiva conferida pela vacinagdo e menor duragao da
protecéo vacinal (CHERRY, 2019; OLIVEIRA, 2018; PINTO; MERKEL, 2017).

Diante desse contexto, o desempenho geral do programa de imunizagdo é
regido pela cobertura vacinal completa de DTP3, uma vez que ela é recomendada
universalmente, permitindo assim o monitoramento da cobertura vacinal entre os
paises (LIN et al., 2022; LINDSTRAND et al., 2021).
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Figura 21 - Cobertura vacinal global da vacina DTP3 e por regidao da OMS, 1980 a 2019.
Fonte: (LINDSTRAND et al., 2021)

Legenda das regides da OMS: AFR (Africa); AMR (Américas); EMR (Mediterraneo Oriental); EUR
(Europa); SEAR (Sudeste Asiatico); WPR (Pacifico Ocidental).
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A disparidade da cobertura vacinal existente entre os paises ricos e pobres na
década de 1980 foi radicalmente reduzida, entretanto, conforme demonstrado na
figura 21, a cobertura vacinal global de DTP3 estagnou-se entre 84% e 86%. Em
2019, 116 milhdes (85%) de criangas receberam o ciclo completo da DTP. J4 em
2021, cerca de 105 milhdes de criancas receberam as 3 doses da DTP, o que
correspondeu a aproximadamente 81% da cobertura vacinal global. Sob a ética da
cobertura vacinal regional, a partir de 2015 houve um crescimento constante da
vacinagdo de DTP3 na Africa e no Sudeste Asiatico, ao passo que na regido das
Américas houve um declinio consideravel da cobertura vacinal conforme
representado na figura 22 (LIN et al., 2022; LINDSTRAND et al., 2021; WHO, 2022).
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Figura 22 - Criangcas menores de 2 anos com vacinagao completa, incompleta e ndo vacinadas com
DTP, por regido 1980 — 2019.
Fonte: (LINDSTRAND et al., 2021)

Legenda das regides da OMS: AFR (Africa); AMR (Américas); EMR (Mediterraneo Oriental); EUR
(Europa); SEAR (Sudeste Asiatico); WPR (Pacifico Ocidental).

O numero de criangas em milhdes com menos de 2 anos com 3 doses
completas da vacina DTP, por regido da OMS durante o periodo de 1980 a 2019,
estd representado na cor azul, doses incompletas laranja e n&do vacinadas em
vermelho, (figura 20) (LINDSTRAND et al., 2021).
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E possivel perceber que a cobertura vacinal com a vacinagdo completa, ou
seja, trés doses da DTP, oscilou bastante ao longo das décadas. A regido da Europa
na década de 80, estava a frente das demais regides com quase 10 milhdes de
criangas vacinas, seguida da regidao das Américas com quase 8 milhdes. A regido da
Africa ocupava a Ultima posicéo da cobertura vacinal, atingindo menos de 1 milhdo
de criangas menores de dois anos vacinadas. O aumento da cobertura na regiao
africana ao longo dos anos é especialmente notavel devido a crescente coorte de
nascimentos (LINDSTRAND et al., 2021; WHO, 2023c).

A regido das Américas entre 2018 e 2019 registrou uma queda em sua
cobertura vacinal. Em 2018, cerca de 88% das criancas foram vacinadas com as
trés doses da DTP, caindo este percentual para cerca de 85%, o que corresponde a
pouco mais de 12,5 milhdes de criangas vacinadas. Ainda assim, permaneceu acima
da cobertura vacinal global, permanecendo atras apenas das regides do Sudeste
Asiatico, Pacifico Ocidental e Europa respectivamente (LIN et al.,, 2022,
LINDSTRAND et al., 2021; WHO, 2022).

1.7 Epidemiologia Brasil e Distrito Federal

No Brasil, o numero de casos de coqueluche em 1982 ultrapassou 54 mil
notificagdes, sendo a taxa de incidéncia de 426,7/1.000.000 milhdo de habitantes. A
partir da década de 1990, houve uma consideravel redugao da incidéncia dos casos,
passando para 101.7/1.000.000 milhdo de habitantes em um total de cerca de mais
de 15.300 notificagdes conforme demonstrado na figura 23. Tal redugéo somente foi
possivel mediante a ampliagcdo das coberturas vacinais das vacinas Tetravalente
(Difteria, Tétano, Pertussis e Haemophilus influenzae b-DTP+Hib) e DTP (BRASIL,
2015; WHO, 2023b).

Naquela década, a cobertura vacinal alcancada era de cerca de 66%. A
medida que as coberturas elevaram-se a valores entre 93% e 98%, no periodo de
1998 a 2000, a incidéncia reduziu-se para 10/1.000.000 milhdo e 4,3/1.000.000
milhdo de habitantes respectivamente (figuras 23 e 24) (WHO, 2023b).
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Figura 24 - Cobertura vacinal completa contra coqueluche no Brasil X notificagdes entre 1980 a 2022.
Fonte: (WHO, 2023b)

Com a manutencao das altas coberturas vacinais, na década de 2000, a
incidéncia variou de 6,2/1.000.000 milhdo em 2004, a 2,4/1.000.000 milhdo de
habitantes, em 2010. A partir de 2011 a taxa de incidéncia comegou a subir
(11,4/1.000.000 milhdo), atingindo o pico em 2014 com 41/1.000.000 milhdo de
habitantes (figura 23) (BRASIL, 2015; WHO, 2023b).

A reemergéncia da coqueluche ocorreu com o aumento do numero de casos
(2.257) em 2011 e se estendeu até 2014, atingindo o pico de casos (8.338), apesar

das elevadas coberturas vacinais ao longo desse periodo, 99,56% em 2011 e 93,3%
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em 2014, conforme figura 24. Entretanto, entre os anos de 2014 e 2017 houve um
decréscimo de 78,5% na incidéncia da coqueluche (14,2/1.000.000 milhdo em 2015,
para 8,7/1.000.000 milhdo em 2017). Em 2018 o numero de casos voltou a subir
(2.232), caindo para 1.423 em 2019, reduzindo drasticamente em 2020 com 229
casos confirmados, sendo registrados 143 casos em 2021. Tal redugéo representou
uma queda da taxa de incidéncia de 10,6/1.000.000 milhdo para 0,7/1.000.000
milhdo de habitantes (BRASIL, 2016, 2018, 2020a; WHO, 2023b).
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Figura 25 - Casos confirmados no Distrito Federal notificados no SINAN entre 2001 e 2022
Fonte: (SINAN, 2023)

De acordo com o Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo (SINAN),
o numero total de casos de coqueluche no Distrito Federal (DF) entre os anos de
2001 e 2022, considerado todos os critérios de confirmagéao (laboratorial,
clinico-epidemiolégico, clinico e os casos ignorados), oscilou bastante, registrando
um pico de 301 casos no anos de 2014, com queda nos anos seguintes, sendo

confirmado nove casos em 2022, conforme anexo 1.
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Figura 26 - Cobertura vacinal contra coqueluche no Distrito Federal entre 2001 e 2022
Fonte: (SINAN, 2023)

A cobertura vacinal contra a coqueluche no DFI entre os anos de 2001 e 2022
de acordo com os dados do SINAN (2023), revela uma média de mais de 84%,
sendo superior aos 92% entre os anos de 2004 a 2010. Entretanto, os anos de 2015
e 2019 registraram uma cobertura vacinal abaixo dos 70%, aumentando em 2020,

porém, com queda nos anos seguintes.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da alta cobertura vacinal, a cada ano, milhares de casos de
coqueluche ainda sao notificados no Brasil e no mundo. Criangas lactentes,
portanto, em processo de imunizagao contra Bordetella pertussis, tém sido a
populacdo mais afetada pela patologia. Além disso, o numero de casos confirmados
de coqueluche em adolescentes e adultos com o ciclo vacinal completo das vacinas
pentavalente (difteria, tétano, pertussis, hepatite B e Haemophilus tipo b) e da triplice
bacteriana (difteria, tétano e pertussis - DTP) tem crescido nos ultimos anos, o que
evidencia a presenca e a capacidade de circulagcdo da B. pertussis na populacao
imunizada.

A selecao de linhagens de B. pertussis com epitopos diferentes das cepas
vacinais celular ou acelular € uma das hipoteses propostas para explicar o
surgimento de casos novos de coqueluche. Diante desse quadro € importante
identificar o perfil genético e fenotipico dos isolados circulantes. No entanto, ainda
sdo escassos estudos para caracterizar os isolados de B. pertussis reemergentes
pos—vacinacio no Brasil.

Devido ao aumento da prevaléncia e incidéncia de casos de coqueluche no
Brasil e no mundo no periodo de 2012 a 2018, faz-se necessario conhecer e
investigar o cenario da doenca em Brasilia e na regido integrada de
desenvolvimento do DF, a fim de propor agdes que visem a promog¢ao da saude da
populacdo do Distrito Federal. Logo, estudos que visam a identificagdo do perfil
genético e epidemiolégico da coqueluche sdo essenciais para o delineamento de

estratégias para seu controle e erradicacgao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar o perfil genotipico das linhagens de Bordetella pertussis circulantes

no Distrito Federal e entorno, entre 2012 e 2018 em relagédo aos genes fim3 e ptx.

3.2 Objetivos especificos

e Obter as amostras de Bordetella pertussis isoladas no Distrito Federal e
regiao entre 2012 e 2018;

e Sequenciar os genes fim3 e ptx das linhagens de Bordetella pertussis;

e Realizar a analise epidemiolégica da incidéncia e prevaléncia de Bordetella
pertussis circulantes no Distrito Federal pela plataforma do SINAN entre 2012
e 2022;

e Identificar o perfil alélico de fim3 e ptx nos isolados bacterianos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material e obtengao das amostras

As amostras de pacientes com suspeita de coqueluche ou contato de
pacientes com suspeita foram enviadas ao Laboratério Central de Saude Publica do
DF (LACEN-DF), pelas Unidades de Saude e Hospitais do DF, em tubos contendo o
meio de transporte Regan-Lowe com cefalexina e com o swab de alginato de calcio
com haste flexivel, contendo a secregao coletada, inserido no meio (LEITE, 2019;
UFMG, 2020).

No presente estudo, foram utilizadas cepas de B. pertussis isoladas no DF e
entorno no periodo de setembro de 2012 a agosto de 2018. O isolamento das cepas
foi realizado no LACEN-DF, por ser instituto responsavel pela vigilancia e pesquisa
de B. pertussis no DF.

Todas as cepas isoladas foram incluidas no estudo. Um total de 136 cepas
isoladas de amostras de swab de nasofaringe foi investigado. Os dados de

isolamento estdo descritos no apéndice 1.

4.2 Identificagdo dos isolados de B. pertussis

As amostras oriundas das unidades de saude foram encaminhadas para o
LACEN que realizou o cultivo em Agar Bordet-Gengou (BG) suplementado com
sangue de carneiro a 15%. Apds o cultivo dos isolados, as cepas de B. pertussis
foram identificadas pela técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight Mass Spectrometry).

MALDI-TOF MS ¢é um método avancado para a identificagdo de
microrganismos baseado em espectrometria de massa. Essa tecnologia utiliza um
laser para ionizar e vaporizar uma amostra preparada com uma matriz especifica,
resultando na liberacdo de ions que sdo entdo acelerados em um tubo de voo
(time-of-flight). A massa dos ions é determinada pela medigdo do tempo que levam
para atingir o detector ao final do tubo (LIU et al., 2022).

A técnica foi considerada revolucionaria para a identificacao rapida e de rotina
de microrganismos, destacando-se pela sua excelente relagdo custo-beneficio, além

de ser altamente reprodutivel e confiavel. Essa tecnologia opera pela extracdo de
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perfis espectrais unicos e caracteristicos dos microrganismos, permitindo sua
identificacdo ao correlacionar esses perfis com os de cepas de referéncia presentes
em um banco de dados. Assim, o MALDI-TOF MS é reconhecido por sua rapidez e
precisao no processo de identificagédo e classificagdo de microrganismos (KIM et al.,
2017; RICCHI et al., 2017).

4.3 Cultivo dos isolados de B. pertussis

Uma vez isoladas e identificadas, as cepas de B. pertussis foram estocadas
no banco de colegdo de culturas do LACEN/DF. Posteriormente foram
disponibilizadas para o Laboratério de Analise Molecular de Patdégenos da
Universidade de Brasilia — LAMP/UnB. Os isolados foram novamente cultivados em
Agar Bordet-Gengou (BG) suplementado com sangue de carneiro a 15% e
incubados em condigcdes umidas a 35° C durante trés dias, no intuito de serem

criados clones para a realizagao da extragdo do DNA.

4.4 Extracdo do DNA

ApOs a etapa de cultivo dos isolados de B. pertussis, as col6nias cultivadas
foram suspensas em Tampao TE, que contém tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM com um
pH ajustado para 8,0. A extragdo do DNA desses isolados foi realizada utilizando o
kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega, seguindo as instrugdes
especificas do fabricante para bactérias Gram-negativas. O DNA obtido através
desse processo foi entdo quantificado para determinar sua concentragao e avaliado
quanto a sua pureza usando um espectrofotometro NanodropTM 2000 da
Thermofisher. Para assegurar a adequacdo do material extraido para futuras
analises, foi necessario que a concentracdo de DNA atingisse pelo menos 100 ng/pl,

conforme as diretrizes da Promega (2023a).
4.5 Reagao em Cadeia da Polimerase — PCR de fim3 e ptx
Para a amplificacdo do gene fim3, procedeu-se com reagbes de PCR

totalizando um volume de 25 pl, que incluiram 2yl de DNA genbmico na

concentragédo de 20 ng/ul, 1ul de cada um dos primers iniciais a 10 pmol/ul, 0,125 pl
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da enzima GoTaq® polimerase da Promega, 1yl de dNTPs a 0,2 nM, 5ul do 5x
colorless GoTaq® Reaction Buffer da Promega e 14,875ul de agua deionizada
MilliQ. O protocolo de amplificagdo seguiu com uma etapa inicial de desnaturagéo
por 5 minutos a 95°C, depois 25 ciclos de 45 segundos de desnaturacéo a 94°C, 45
segundos de anelamento a 57°C, e 1 minuto de extens&do a 72°C, finalizando com
uma extensdao de 3 minutos a 72°C. Os primers utilizados foram fim3F, com a
sequéncia 5 — CCCCCGGACCTGATATTCTGATG, e fim3R, com a sequéncia 5 —
GCTGAGCGTGCTGAAGGACAAGAT, resultando em um produto de 700 bp. Os
produtos da PCR foram posteriormente purificados usando o kit ReliaPrep™ DNA
Clean-Up System da Promega (2023b).

Para a amplificagdo do gene ptx, procedimentos de PCR foram realizados em
um volume total de 25pl, que incluiu 2 yl de DNA genémico com densidade de 20
ng/pl, 1yl de cada primer medindo 10 pmol/ul, 0,125 pl da enzima GoTag®
polimerase da Promega, 1 pl de dNTPs a 0,2 nM, 5 ul do tampao 5x colorless
GoTag® Reaction Buffer da Promega e 14,875 ul de agua Milli-Q deionizada. O
protocolo de amplificagcdo seguiu com uma etapa inicial de desnaturagdo por 5
minutos a 95° C, depois 25 ciclos de 45 segundos de desnaturagdo a 94° C, 45
segundos de anelamento a 55° C, e 1 minuto de extensdo a 72° C, finalizando com
uma etapa de extensao de 5 minutos a 72° C. Os primers aplicados foram o PTX-PF,
com sequéncia 5 — AATCGTCCTGCTCAACCGCC, e PTX-PR, com sequéncia 5’ —
GGTATACGGTGGCGGGAGGA, gerando um produto de 574 bp. Apds a
amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados usando o kit ReliaPrep™ DNA
Clean-Up System da Promega (2023b).

4.6 Sequenciamento dos genes fim3 e ptx

O protocolo utilizado consiste em quatro genes alvos: gene da proteina
Pertactina (prn), o primeiro gene do operon da toxina PT (ptxS7) e seu promotor
(ptxP), e a proteina codificadora de fimbria (fim3) (BOWDEN et al., 2014). Para
amplificagdo do gene prn foi utilizado o kit HotStar Tag mastermix (QIAGEN).

As PCR foram feitas num volume final de 20ul, 2ul de DNA genémico 20
ng/pl, 1 uyl de cada primer a 10 pmol/ul, 10yl de HotStar Taq mastermix, 2ul de
Solucédo Q (betaina), 2ul de DMSO e 2ul de H,O livre de nuclease. O programa

utilizado comega com uma incubacéo de 15 min a 95°C, seguidos de 33 ciclos, cada
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um consistindo de 30s a 94°C, 90s a 50°C, e 90s a 72°C, com uma extenséo final a
72°C por 10 min. Para amplificacdo de fim3, ptxP, e ptxS1 foi usada a polimerase
GoTaqg® (Promega), 20 ng/ul de DNA, primers a 10 pmol/ul cada, dntp 0,2mM.

Apos 5 min a 95°C, ptxP, ptxS1, e fim3 foram amplificados em 25 ciclos
consistindo de 45s a 94°C, 45s de anelamento a 57°C para fim3, a 55°C para ptxP e
58°C a ptxS71 e 1 min de 44 extensdo a 72°C, com 5 min de extensao final a 5 min.
Os primers utilizados estdo descritos na tabela 3. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit ReliaPrepTM DNA Clean-Up System (Promega). O
sequenciamento foi feito utilizando o kit de sequenciamento BigDye (Applied
Biosystems). Os produtos foram separados pela plataforma de analise ABI3130
(Applied biosystems) e a sequéncia consenso criada utilizando o software BioEdit
v7.0.5. As sequéncias foram comparadas com alelos conhecidos para cada gene

utilizando a ferramenta disponivel em https://bigsdb.pasteur.fr/bordetella/

Tabela 3 - Primers utilizados

Nome do Primer Sequéncia Tamanho do produto
Fim3F 5-CCCCCGGACCTGATATTCTGATG-3' 700 bp
Fim3R 5'-GCTGAGCGTGCTGAAGGACAAGAT-3'
PTX-PF 5-AATCGTCCTGCTCAACCGCC-3' 574 bp
PTX-PR 5-GGTATACGGTGGCGGGAGGA-3'

Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA, 2018)

4.7 Identificagdo dos gendtipos por MAST

Os alelos de fim3 e ptxP foram identificados por meio de tipagem de
sequéncia de antigeno (MAST). A referida tipagem foi originalmente desenvolvida
para estudar mudangas nas populacdes de B. pertussis e para identificar isolados
que produzem variantes de proteinas que eram distintas das variantes incorporadas
nas vacinas contra coqueluche (PETERSEN et al., 2012). A MAST esta focada nos
genes que codificam as cinco proteinas (PT, FHA, PRN, Fim2 e Fim3) utilizadas nas
vacinas acelulares atuais. O promotor da PT (ptxP) também esta incluido para
tipagem isolada, pois a variante ptxP3 aumenta a produgdo de toxina. Todas as
vacinas acelulares atualmente contém PT, enquanto os outros componentes sao
usados em combinagdes variadas (BERBERS; DE GREEFF; MOOI, 2009;
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EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL., 2022; MOOI
et al., 2009).

O protocolo de MAST utilizado consiste em analisar o polimorfismo de seis
genes alvo utilizados nas vacinas acelulares: prn, ptxA, ptxP, tcfA, fim2 e fim3. (DU
et al., 2016; MOOI et al., 2012; VAN GENT et al., 2015).

4.8 Sorotipagem dos isolados de B. pertussis

A sorotipagem foi realizada pelo Centro de Bacteriologia (CB) do Instituto
Adolfo Lutz Central (IAL) pela técnica de macroaglutinagdo em lamina. Os antissoros
foram desenvolvidos no Laboratério de Referéncia Nacional para Coqueluche do
IAL, empregando cepas de referéncia de B. pertussis (GL353, 360E, H36), as quais
foram fornecidas pelo Laboratério de Referéncia da Organizagdo Mundial da Saude
para Pertussis localizado na Universidade de Manchester, na Inglaterra (LEITE,
2019). A produgao dos antigenos usados para a imunizagao de coelhos, bem como
0 processo de absorgao para a geragao dos antissoros, foram conduzidos conforme
o método estabelecido por Preston e Te Punga (1959).

A realizacdo da técnica de macroaglutinagcédo em lamina envolveu o uso de
uma placa de vidro marcada com quadriculas, que foi posicionada sobre uma caixa
equipada com uma l|admpada (conhecida como Caixa de Huddleson). O
procedimento comecou com a combinacdo de 20 uyl de uma densa suspensao
bacteriana de cor branca leitosa, criada em uma solucdo salina de 0,85%
(equivalente a 0,85 g de NaCl em 100 mL de agua destilada e esterilizada), com
uma quantidade igual de antissoro O1, antissoro Fim2, antissoro Fim3, e também
com solucao salina a 2% (2 g de NaCl em 100 mL de agua destilada e esterilizada).
Esta ultima solugdo foi usada para verificar a autoaglutinagdo e controlar a
rugosidade das cepas (LEITE, 2019).

4.9 Analise da incidéncia e prevaléncia de B. pertussis no DF (SINAN)

Para a andlise da incidéncia e prevaléncia de casos de infecgao por
Bordetella pertussis utilizou-se a ferramenta Epi Info®, versdo 7.2.5 (“Epi Info™ |
CDC”, 2022), um software de dominio publico indicado para pesquisas cientificas da

area médica e saude publica, principalmente na investigacéo de surtos e vigilancia
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de doengas. A ferramenta possibilitou elaborar a base de dados epidemioldgicos da
presente pesquisa de doutoramento, bem como a analise estatistica dos dados.

A plataforma DATASUS TabNet também foi utilizada como ferramenta
descritiva das informacgdes estatisticas provenientes do Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (SINAN), capaz de contribuir com a identificagdo e
tendéncias de padrbes epidemioldgicos da coqueluche no Brasil e Distrito Federal
no periodo de 2007 a 2022. Portanto, o TabNet funcionou como uma interface que
facilitou o acesso e a exploracao de informacgdes do SINAN.

Para anadlise estatistica dos dados, foram usados testes de significancia, teste
t de Student e analise de variancia (ANOVA) para as variaveis continuas e discretas,
e o teste do Qui-quadrado para as variaveis categodricas, sendo consideradas

significantes as probabilidades <0,05.

4.10 Aprovacao por Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

As amostras aqui apresentadas referem-se a espécimes bioldgicos de
pacientes os quais participaram da pesquisa: Caracterizagao clonal de cepas de
Bordetella pertussis isoladas no DF, Brasil, a qual foi submetida ao Comité de Etica
em Pesquisa — FEPECS/SES-DF — CAAE 43098415.6.1001.5553, tendo sido
aprovada de acordo com o parecer consubstanciado numero 1.056.702, conforme
anexo 2 (ROCHA et al., 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados epidemioldgicos

5.1.1 Descricdo do aumento de incidéncia de coqueluche em 2014 no Distrito

Federal, no Brasil e em outros paises

De acordo com o Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN),
o numero total de casos confirmados de coqueluche no DF entre os anos de 2012 a
2022 foi de 936, considerando todos os critérios de confirmagao (laboratorial,
clinico-epidemiolégico, clinico e os casos ignorados). O numero de casos oscilou
bastante durante o periodo, havendo um pico de 301 casos no ano de 2014, com
queda nos anos seguintes, sendo confirmado apenas nove casos em 2022,

conforme apresentado na figura 27.
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Figura 27 - Casos confirmados no DF notificados no SINAN entre 2012 e 2022
Fonte: (SINAN, 2023)

O numero total de casos notificados e confirmados no DF, quando listado em
um ranking, apresenta-se em 92 colocagdao quando comparado com os demais

Estados do Brasil, ficando atras de S&o Paulo (6.831), Pernambuco (3.597), Espirito
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Santo (2.976), Parana (2.792), Rio Grande do Sul (2.394), Minas Gerais (2.138),
Bahia (1.578) e Santa Catarina (1.167), durante o mesmo periodo (SINAN, 2023).
Entre o periodo de 2012 a 2022 evidenciou-se um pico de numero de casos
no Distrito Federal (301) no ano de 2014, configurando um surto epidemiolégico, fato
este que se repetiu em praticamente todos os Estados brasileiros, de acordo com os
dados do SINAN (2023) e conforme demonstrado na figura 28, com exceg¢ao de
apenas seis Estados: Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte e Amazonas, que tiveram o pico de numero de casos
no ano de 2013. Portanto, tais achados evidenciam um cenario epidémico de

coqueluche no Brasil no ano de 2014.
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Figura 28 - Casos confirmados no Brasil, notificados ao SINAN entre 2013 e 2015
Fonte: (SINAN, 2023)

Entretanto, a configuracdo de um cenario de epidemia de coqueluche em
2014 nao se restringiu ao Brasil. Foram reportados 32.971 casos de coqueluche aos
Centros de Controle e Prevengao de Doengas (CDC) no ano de 2014, o que indica
um crescimento de 15% em relacdo aos 28.639 casos registrados em 2013
(HOZBOR, 2018). Nos Estados Unidos, no Estado da Califérnia, por exemplo, houve

um crescimento significativo na incidéncia de coqueluche. Comparado a anos
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anteriores, o aumento foi de cinco vezes, totalizando 9.935 casos. Isso indica um
padrao de epidemia ciclica, ocorrendo a cada trés a cinco anos, no que se refere ao
crescimento dos casos confirmados (WINTER et al., 2014). Ja na China, de acordo
com os dados fornecidos pelo Centro Chinés de Controle e Prevencao de Doencas
(China CDC), apesar de ter havido uma reducdo no numero anual de casos
notificados de coqueluche para menos de 3.000 entre 2006 e 2013, observou-se um

aumento significativo de casos a partir de 2014 (LIN et al., 2022).

5.1.2 Analise dos isolados bacterianos do LACEN e IAL

O diagndstico laboratorial da coqueluche pode ser realizado pela cultura da
bactéria B. pertussis a partir de amostras nasofaringeas, sendo este método
considerado padrédo-ouro para o diagnostico. Outra técnica utilizada é a PCR em
tempo real (QPCR), um método molecular mais rapido e sensivel do que a cultura,
capaz de detectar o DNA bacteriano da B. pertussis (BRASIL, 2022). O método de
cultura é conduzido no Centro de Bacteriologia (CB) do Instituto Adolfo Lutz Central
(IAL), que € o laboratorio de referéncia nacional para esta doenca. Além disso, essa
atividade diagnédstica também é realizada nos doze Centros de Laboratorios
Regionais (CLRs) do Instituto Adolfo Lutz, assim como nos Laboratérios Centrais de
Saude Publica (LACENS) distribuidos pelos diversos estados do Brasil (LEITE, 2019;
PEREIRA; LEITE, 2022).

Dos 301 casos de coqueluche do DF notificados ao SINAN no periodo de
2012 a 2022, 159 foram confirmados por critério laboratorial pelo Laboratério Central
de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN/DF) representados pela figura 29. Os
numeros de casos do DF ficaram atras de Sdo Paulo (5.288), Rio Grande do Sul
(838), Parana (791), Santa Catarina (582), Pernambuco (551), Minas Gerais (542),
Bahia (486) e Mato Grosso do Sul (266) (SINAN, 2023).

O isolamento das cepas de B. pertussis pelo LACEN/DF foi realizado pela
técnica de cultura bacteriana e a identificacdo por espectrometria de massa
(MALDI-TOF MS). Do total de cepas, 136 foram disponibilizadas ao Laboratério de
Analise Molecular de Patégenos (LAMP) da Universidade de Brasilia (UnB), sendo
estas a base de dados para as analises do presente estudo. Nesse contexto, a

figura 30 apresenta a distribuicdo de isolados de B. pertussis do LACEN/DF por ano
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de isolamento. Os resultados evidenciaram forte ascensao em 2012, 2013 e pico na

distribuicao dos isolados no ano de 2014.
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Figura 29 - Distribuicdo no DF de casos notificados de infecgédo por B. pertussis por critério
laboratorial por ano no SINAN
Fonte: (SINAN, 2023)
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Figura 30 - Distribuicdo no DF de isolados de B. pertussis por ano — LACEN/DF
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Um estudo realizado por Leite (2019) visou verificar a ocorréncia de isolados
de B. pertussis deficientes em pertactina no Brasil no periodo de 2010 a 2016. Para
tanto, foi necessario analisar 555 cepas de um universo total de 3.557 isolados de B.
pertussis provenientes das cinco regides geograficas do Brasil. A selecdo dos
isolados deu-se aleatoriamente respeitando as distribui¢des proporcionais segundo
area geografica brasileira e ano calendario do recorte temporal determinado pela
pesquisadora.

O total de cepas de B. pertussis isoladas do DF e enviados pelo LACEN/DF
para o IAL, foi de 135 no periodo de 2010 a 2016, porém, apenas 71 cepas (52,6%)
foram analisadas por Leite (2019). A amostra total do presente estudo
disponibilizado pelo LACEN/DF ao LAMP/UnB, conforme discutido anteriormente e
representado pela figura 30, foi de 136 isolados de B. pertussis, porém, oriundos do
periodo de 2012 a 2018. Levando em consideracdo o recorte temporal de
isolamento de cepas de B. pertussis em comum aos dois estudos, ou seja, entre os
anos de 2012 a 2016, 132 cepas do DF foram enviadas pelo LACEN/DF para o IAL.
Este fato torna-se relevante, pois reforca a fidedignidade dos dados analisados na
presente pesquisa, além do IAL ter tido papel fundamental de contribuicdo para este
trabalho, uma vez que foi o responsavel por realizar a sorotipagem das cepas de B.
pertussis circulantes no DF.

Considerando a distribuicdo de isolados de B. pertussis por ano no DF
oriundos do LACENY/DF, ficou evidente o pico de incidéncia de isolados (76) no ano
de 2014. A tabela 4 demonstrou que nao houve diferengas estatisticas significativas
entre os dados obtidos pelo LACEN/DF (76) e as notificagdes registradas no SINAN
(81), ou seja, pelo teste t de Student (p=0,61) os resultados sao equivalentes e
concordantes. Tais achados corroboram do ponto de vista estatistico que o universo

amostral pesquisado foi fidedigno aos casos notificados e confirmados no SINAN.
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Notificagbes SINAN

Ano Isolados LACEN-DF Critério Laboratorial
2012 17 21
2013 30 30
2014 76 81
2015 7 9
2016 3 4
2017 1 4
2018 2 6
2019 0 3
2020 0 1
2021 0 0
2022 0 0
Total 136 159
Média 12,36 14,45

Desvio Padréo 23,12 24,00

p=0,61 (teste t de Student)

5.1.3 Perfil epidemioldgico da coqueluche no Distrito Federal

Através da Lei Federal n°® 4.545, promulgada em 1964, o Distrito Federal foi

organizado em Regidées Administrativas (RAs). Naquele momento, o territdrio

contava com oito RAs, estabelecidas com base no progresso e expansao da area

urbana do Distrito Federal (BRASIL,

1964). Com o passar do tempo e o

desenvolvimento da regido, esse numero cresceu, e hoje o Distrito Federal é

composto por 33 Regides Administrativas,

conforme estabelecido pela Lei

Complementar n° 958, datada de 19 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019) e
representado pela figura 31 (CASTRO, 2020).
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Figura 31 - Regides Administrativas do Distrito Federal
Fonte: (CASTRO, 2020)

A figura 32 representa a distribuicdo de isolados de Bordetella pertussis por
unidade de saude do Distrito Federal. Considerando a localizagdo geografica de
cada unidade a partir de sua respectiva RA, os isolados de B. pertussis mais
frequentes foram oriundos do Plano Piloto (RA I), que compreendem os bairros de
Brasilia, Asa Sul e Asa Norte. Ao todo foram 65 isolados (47,8%) provenientes do
Hospital Alvorada (3), Hospital de Base de Brasilia (1), Hospital Materno Infantil (39);
Hospital Santa Lucia (4); Hospital Regional da Asa Norte (12); LACEN (5); e Hospital
Santa Helena (1). Dos 65 isolados da RA |, a maioria (60%) foram do HMIB.

De acordo com Ribeiro e Mendes (2019) que realizaram um estudo descritivo,
baseado na revisdo das notificacbes compulsoérias de coqueluche no SINAN entre
2007 e 2016, dos pacientes confirmados e diagnosticados com coqueluche, o
Hospital Materno Infantii de Brasilia liderou o numero de internagdes por
coqueluche, com 143 casos, representando 21,7% do total, enquanto o Hospital
Regional de Taguatinga veio em segundo, com 124 pacientes tratados para a

mesma doencga, o0 que corresponde a 18,82% dos casos nos anos estudados.
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Figura 32 - Distribuicdo no DF de isolados de B. pertussis por Unidade de Saude

Legenda: CS REC Emas: Centro de Saude do Recanto das Emas; HB: Hospital de Base de Brasilia;
HFA: Hospital das Forgas Armadas; HMIB: Hospital Materno Infantil de Brasilia; HRAN: Hospital
Regional da Asa Norte; HRC: Hospital Regional de Ceilandia; HRG: Hospital Regional do Gama;
HRGU: Hospital Regional do Guara; HRPL: Hospital Regional de Planaltina; HRS: Hospital Regional
de Sobradinho; HRSAM: Hospital Regional de Samambaia; HRSM: Hospital Regional de Santa Maria;
HRT: Hospital Regional de Taguatinga; LACEN: Laboratério Central de Saude Publica; STA Helena:
Hospital Santa Helena; STA Lucia: Hospital Santa Lucia

Confrontando os achados de Ribeiro e Mendes (2019) com os dados da
presente pesquisa, foram isolados do Hospital Regional de Taguatinga e do Hospital
Anchieta, que pertencem a RA lll, 14 isolados (10,3%) e 4 isolados (2,94%) de B.

pertussis respectivamente, totalizando 18 isolados (13,24%).

5.1.4 Dados demograficos da coqueluche no Distrito Federal

A classificagao das faixas etarias do ser humano é determinada levando em
consideragado o ciclo completo de crescimento e desenvolvimento do individuo,
dividido em duas fases essenciais, os periodos pré e pos-natal. No periodo
pré-natal, ou seja, durante a gestacdo, a divisdo etaria é classificada em:
embrionario (primeiro trimestre); fetal precoce (segundo trimestre) e fetal tardio
(terceiro trimestre). Ja o periodo pos-natal compreende as fases neonatal, infancia e

adolescéncia. O periodo neonatal, também conhecido como recém-nascido,
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compreende de 0 a 28 dias de vida. Durante a infancia, ha a divisdo das fases
lactente (29 dias a 2 anos de idade); pré-escolar (2 a 6 anos) e escolar (6 a 10
anos). Ja a adolescéncia compreende a fase pré-puberal (10 a 14 anos); puberal (14
a 16 anos) e pos-puberal (16 a 20 anos) (GILL, 2018; MARTORELL, 2013;
PEDIATRIA, 2022).

O conceito de classificacdo das faixas etarias facilita a compreensao da
representacao das figuras 33 e 34, que apresentam a distribuicdo de isolados de B.
pertussis no Distrito Federal no periodo de 2012 a 2018, por faixa etaria e fases da
vida respectivamente. Dos 136 isolados, 116 (85,3%) foram provenientes de

criangas com até 2 anos de idade, sendo 102 (75%) destes lactentes.
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Figura 33 - Distribuicdo no DF de isolados de B. pertussis por faixa etaria

Segundo de Ribeiro e Mendes (2019) no Distrito Federal entre 2007 e 2016, a
grande maioria dos casos de coqueluche (82,5%) ocorreu em pacientes com menos
de 1 ano de idade, com registro de 21 dbitos de criangas com menos de 4 meses de
idade. De acordo com Rocha et. al (2017) em um estudo realizado entre 2012 e
2014 em Brasilia, observou-se uma maior ocorréncia de culturas positivas de B.
pertussis entre criangas de 2 a 4 meses (42,4%), seguida pela faixa etaria de 5 a 6
meses (6,5%) e 7 meses a 2 anos (7,6%) totalizando 56,5% de isolados oriundos de

lactentes.
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Figura 34 - Distribuicdo no DF de isolados de B. pertussis por fases da vida

Machado e Marcon (2022) realizaram um estudo da incidéncia de coqueluche
em criangas menores de 1 ano no Brasil e verificaram que entre janeiro de 2008 e
dezembro de 2018, o Brasil registrou um total de 20.650 casos de coqueluche
confirmados em bebés com menos de um ano de idade, sendo que 10.760 desses
casos (52%) foram em criangas menores de trés meses. No ano de 2008, 967 casos
foram reportados em bebés menores de um ano. O ano de 2014 destacou-se pelo
maior numero de casos, com um total de 5.033, dos quais 2.845 envolveram bebés
de até trés meses de idade, representando 56% do total de casos daquele ano. Os
pesquisadores identificaram que a incidéncia de coqueluche em criangas menores
de um ano aumentou de 30,46 casos por 100 mil habitantes em 2008 para 170,52
casos por 100 mil habitantes em 2014.

E sabido que a coqueluche apresenta taxas de incidéncia e severidade
especialmente elevadas em neonatos e lactentes. Mesmo com a existéncia de
campanhas de imunizagéo, a coqueluche ainda representa um significativo desafio
para a saude publica (VAZ-DE-LIMA et al.,, 2019; WHO, 2023b). No Brasil, o
esquema vacinal infantil vigente abrange a administragdo de trés doses da vacina
pentavalente, que protege contra difteria, tétano, pertussis, hepatite B
(recombinante) e Haemophilus influenzae tipo b (conjugada), aplicada aos 2, 4 € 6

meses de idade. Além disso, sado previstos reforgos da vacina DTP, especifica para
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difteria, tétano e pertussis, quando a crianga atinge 15 meses e novamente aos 4
anos de idade (BRASIL, 2020b). Desde 2001, observou-se uma elevagdo mundial
na incidéncia de coqueluche, sobretudo em criangas com menos de 1 ano de idade,
particularmente entre aquelas com menos de 3 meses. Esse aumento pode ser
relacionado a esquemas de vacinacdo incompletos (GUIMARAES; CARNEIRO;
CARVALHO-COSTA, 2015).

No Brasil, desde novembro de 2014, com o propdsito de diminuir os indices
de incidéncia e mortalidade causados pela coqueluche em bebés, o Ministério da
Saude passou a recomendar a inclusdo da vacina dTpa (difteria, tétano e pertussis
acelular) no Programa Nacional de Imunizagbes para gestantes (SKOFF et al.,
2015). Conforme este programa, aconselha-se que as gestantes recebam uma dose
da vacina dTpa a partir da 20® semana de gravidez. Caso nao tenham sido
imunizadas durante o periodo gestacional, a vacinagdo é recomendada no periodo
pds-parto, conhecido como puerpério (BRASIL, 2020b).

O propésito da imunizagdo com a vacina dTpa durante a gestagao é duplo:
proteger a mae contra a infeccdo pela B. pertussis e prevenir a transmissao deste
patdbgeno ao bebé por via vertical. Além disso, essa estratégia visa aumentar a
transferéncia de anticorpos da mae para o feto através da placenta, proporcionando,
assim, uma protecado antecipada ao recém-nascido contra a coqueluche antes
mesmo dele receber sua primeira dose da vacina pentavalente aos dois meses de
idade (GKENTZI et al., 2017).

Diversas teorias foram propostas para esclarecer o crescimento no registro de
casos de coqueluche no Brasil, incluindo mutagbes genéticas na bactéria B.
pertussis. Outra possibilidade seria a diminuicdo na eficacia imunogénica da vacina
acelular (dTpa), contribuindo assim para uma maior disseminagao da doenga entre
adolescentes, adultos, e consequentemente os lactentes (GUIMARAES;
CARNEIRO; CARVALHO-COSTA, 2015; MACHADO; MARCON, 2022).

A figura 35 apresenta a distribuicdo de isolados de B. pertussis no Distrito
Federal por género, com predominio para o género feminino (55,88%), versus
41,91% de isolados provenientes do género masculino. Do ponto de vista estatistico,
a populagado acometida nao demonstrou diferenga significativa em relagdo ao sexo.
Dado semelhante foi encontrado por Ribeiro e Mendes (2019) que verificou maior
frequéncia de coqueluche no género feminino (54,43%), contra 45,57% no género

masculino.
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Figura 35 - Distribui¢do no DF de isolados de B. pertussis por género

5.1.5 Sorotipos de B. pertussis circulantes no Distrito Federal

A sorotipagem, ou identificagdo antigénica, representa uma das técnicas mais
tradicionais para a classificacdo de Bordetella pertussis, a partir da
macroaglutinagdo em l|amina para identificar o antigeno somatico O1, que é
especifico da espécie pertussis do género Bordetella, que quando reagente,
confirma sua presenga. A sorotipagem foi desenvolvida em um periodo em que
havia poucas opg¢des metodologicas para distinguir entre cepas bacterianas
(ELDERING; HORNBECK; BAKER, 1957; ROBINSON; ASHWORTH; IRONS, 1989).

Originalmente, uma ampla variedade de sorotipos era empregada para
diferenciar as cepas de B. pertussis. Atualmente, a diferenciagdo se limita
essencialmente aos sorotipos 1, 2 e 3. O antigeno do sorotipo 1, que faz parte do
lipo-oligossacarideo da B. pertussis, nao serve como critério de distingdo entre as
cepas dessa bactéria, pois ndo apresenta variagado (LEITE, 2019; MOOI et al.,
2000). Entretanto, foi identificado que os epitopos relacionados aos sorotipos 2 e 3
estdo vinculados as fimbrias, especificamente denominadas fimbrias do sorotipo 2 e

do sorotipo 3 (ou Fim2 e Fim3) que sao cruciais para diferenciar as cepas e para
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monitorar as variagdes ao longo do tempo na populacdo de B. pertussis
(ASHWORTH; IRONS; DOWSETT, 1982; LEITE, 2019).

A identificacdo dos sorotipos de B. pertussis do presente estudo seguiu o
método proposto por Robinson et. al (1989), que consiste na observagdao da
aglutinagdo em presenca dos antigenos O1, Fim2 e Fim3. Caso ndo seja detectada
nenhuma reagdo com os antigenos fimbriais, ou seja, ndo haja aglutinagdo na
ldamina, o sorotipo é classificado como indeterminado.

A classificacdo dos sorotipos de B. pertussis foi feita com base na expressao
desses antigenos da seguinte forma: Sorotipo 1,2: definido pela associacdo do
antigeno somatico O1 com a presenga do antigeno fimbrial Fim2; Sorotipo 1,3:
determinado pela associagao do antigeno somatico O1 com a presenga do antigeno
fimbrial Fim3; Sorotipo 1,2,3: identificado quando o antigeno somatico O1 esta
presente juntamente com ambos os antigenos fimbriais Fim2 e Fim3 (Fim2,3); e
Sorotipo 1,4: quando ha aglutinagcdo do antigeno somatico O1, mas ndo ha
aglutinagdo dos antigenos fimbriais Fim2 e Fim3 (LEITE, 2019; ROBINSON;
ASHWORTH; IRONS, 1989; ROCHA et al., 2017).

Diante desse contexto, a figura 36 apresenta os sorotipos de B. pertussis
circulantes no Distrito Federal. Dos 136 isolados, 64 (47,05%) expressaram o
sorotipo 1,3 (Fim3). A barra indicada como "ignorado" representa 33 isolados
(24,25%) de B. pertussis sorotipadas pelo IAL, porém, ndo foram disponibilizadas
para o LAMP/UnB. O segundo fendtipo mais expressivo foi o sorotipo 1,2 (Fim2),

representando 19,12% (26) dos isolados.
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Figura 36 - Distribuicdo no DF de sorotipos de isolados de B. pertussis

Rocha et al., (2017) também realizaram analises da sorotipagem de isolados
de B. pertussis circulantes no Distrito Federal no periodo de 2012 a 2014. Ao longo
do intervalo de tempo estudado, os pesquisadores supracitados identificaram os trés
sorotipos de B. pertussis: Fim2, Fim3 e Fim2,3. O sorotipo Fim2 foi o0 mais comum,
representando 53,26% dos isolados, seguido por Fim3 com 32,61% e Fim2,3 com
13,04%, resultados estes diferentes do apresentado na figura 36. Houve também
uma cepa que reagiu exclusivamente com o antissoro especifico para a espécie de
B. pertussis (O1), sem apresentar reagao aos antigenos fimbriais Fim2 e Fim3.

Entretanto, Leite et al., (2012) por sua vez, encontraram resultados
semelhantes a presente pesquisa, ao identificarem a predominancia de isolados de
B. pertussis do sorotipo Fim3 (97%), circulantes na cidade Sao Paulo em um estudo
realizado entre 2006 a 2008, assim como Zhang et al., (2010) também encontraram
o perfil Fim3 predominante (73%) em um estudo realizado na China no periodo de
1997 a 2005. Resultados semelhantes sao relatados por Kallonen e He (2009) em
estudos realizados na Europa.

Ha de se destacar que, estudos ao redor do mundo evidenciam que o perfil
de sorotipo Fim3 esta presente na populacdo vacinada contra a coqueluche.
Enquanto que a variagao fimbrial Fim2, e Fim2,3 prevalecem em populagdes nao
imunizadas (HALLANDER et al., 2005; KALLONEN; HE, 2009; PRESTON, 1985).
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Estes achados corroboram os resultados da presente pesquisa, uma vez que a
populacdo do Distrito Federal possui cobertura vacinal acima dos 80%, variando
entre 92% a 86% entre os anos de 2012 a 2018, conforme apresentado pela figura
26 (SINAN, 2023).

A figura 37 retrata a distribuicdo de sorotipos de isolados de B. pertussis no
Distrito Federal por unidade de saude. Houve predominio de isolados nos hospitais:
HMIB (39 - 28,68%), HRT (15 - 11,01%) e HRS (14 - 10,30%) com destaque para o
sorotipo 1,3 em todas as unidades hospitalares citadas. O sorotipo fimbrial Fim3 no
HRS (9) correspondeu a 64,28% dos sorotipos da unidade de saude. No HMIB (20)
51,28% dos sorotipos eram do tipo Fim3, e no HRT (7) 46,67 %.

40 + 1
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w13
1,2,3
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Figura 37 - Distribuicdo no DF de sorotipos de isolados de B. pertussis por Unidade de Saude

Em relacdo a distribuicdo de sorotipos pelas RAs do Distrito Federal, de todas
as 33 RAs, 10 apresentaram algum isolado de B. pertussis do tipo Fim3 (RAs I, II, Ill,
V, VI, IX, X, Xl, Xlll e XV). Apenas a unidade de saude HRSAM, localizada em
Samambaia (RA Xll) nao apresentou. Ou seja, cepas de B. pertussis do tipo Fim3
circularam em aproximadamente 30% do territorio geografico do Distrito Federal,
enquanto que os sorotipos Fim2 e Fim2,3 circularam em 18% do territério, ou seja,

em apenas 6 RAs. Rocha et al., (2017) encontraram resultados diferentes, uma vez


https://www.zotero.org/google-docs/?J7lg41
https://www.zotero.org/google-docs/?DsD9ne

74

que em 15 RAs (45,45%) foram encontrados o sorotipo Fim2, em 9 regides (27,27%)
encontrou-se o sorotipo Fim3 e em 7 RAs (21,21%) circulou o sorotipo Fim2,3.

A figura 38 representa a distribuicao de sorotipos de B. pertussis no DF no
periodo de 2012 a 2018. Foi possivel identificar os trés sorotipos nos anos de 2012 a
2014 (Fim2, Fim3 e Fim2,3), sendo possivel observar a prevaléncia do sorotipo Fim3
e auséncia deste nos anos seguintes. Entretanto, ndo significa dizer que o sorotipo
fimbrial Fim3 tenha parado de circular no DF entre os anos de 2015 a 2018, uma vez
que os 13 isolados de B. pertussis deste periodo foram classificados como
ignorados, ou seja, os autores desta pesquisa ndo tiveram acesso aos sorotipos

dessas cepas sorotipadas pelo IAL.

80

2
n =136
60 +
SOROTIPOS
7 w14
40 + w3
1,2,3
W12
B Ignorado
20 +
- 1 2
o0 9) f __

20.12 2013 2014 2015 2016 2017 2018
p<0,001 (ANOVA)

Figura 38 - Distribuicdo no DF de sorotipos de isolados de B. pertussis por ano

O perfil fimbrial Fim3 em 2012, representou 76,47%. Em 2013, Fim3
correspondeu a 83,33% dos sorotipos identificados. Ja em 2014, 34,21% foi a
representatividade do sorotipo Fim3. No mesmo ano percebeu-se que o sorotipo
Fim2 representou 26,31% dos sorotipos identificados. Rocha et al., (2017) também
encontraram entre 2012 a 2014 os trés sorotipos fimbriais com prevaléncia de Fim3.
Tais achados sugerem que a partir de 2014 houve uma substituigdo da circulagéo do
sorotipo Fim3, pelo Fim2 no Distrito Federal, sendo tal hip6tese confirmada por Leite
(2019) a nivel nacional, e internacional por um estudo realizado por Bouchez et al.,
(2021) na Franca.
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Comparando os resultados do presente estudo com a pesquisa de Leite
(2019), que realizou a sorotipagem de 555 isolados de B. pertussis em todo o Brasil,
no periodo de 2010 a 2016 (figura 39), foi possivel notar uma variacdo na
predominancia dos sorotipos ao longo dos anos. Entre 2010 e 2012, o sorotipo Fim3
foi 0 mais frequente, mas comecgou a ser progressivamente substituido pelo sorotipo
Fim2, que se tornou o mais prevalente em 2014.

Posteriormente, nos anos de 2015 e 2016, houve uma nova mudanca na
dominancia dos sorotipos, com o sorotipo Fim2,3 emergindo como o principal,
representando cerca de 75% dos isolados em comparacdo com os outros sorotipos.
Isto sugere que possivelmente dentre os sorotipos da presente pesquisa,
classificados como ignorado, haja a presencga do perfil fimbrial Fim2,3, haja vista que
os isolados de B. pertussis do Distrito Federal fizeram parte da amostra de Leite
(2019).
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Figura 39 - Sorotipos circulantes entre os 555 isolados de B. pertussis estudados no Brasil, 2010 a
2016.
Fonte: (LEITE, 2019)

Estudos ao redor do mundo reforcaram os achados de Leite (2019). Uma
pesquisa realizada na Franga entre 2006 e 2018 que teve como um dos objetivos
determinar os sorotipos fimbriais a partir de 1.058 isolados clinicos de B. pertussis e

analisar suas variagdes e tendéncias ao longo do periodo, determinou que a maioria
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dos isolados (90,1%) expressou o sorotipo Fim3. Entretanto, a partir do ano de 2011,
notou-se um crescimento constante de sorotipos Fim2, porém, ainda com a
predominéncia de isolados Fim3 (80%). A partir de 2014 houve uma queda dos
sorotipos Fim3 e um crescimento de Fim2, semelhante ao identificado na presente
pesquisa (BOUCHEZ et al., 2021).

Em outros paises da Europa o cenario se repetiu, a partir de um estudo
realizado em nove paises (Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Franca, Italia, Noruega,
Suécia, Paises Baixos e Reino Unido) no periodo de 2012 a 2015, que analisou 265
isolados de B. pertussis e suas variagdes fimbriais. Dos isolados analisados, 53,2%
continham Fim3 e 45,3% possuiam Fim2. Observou-se que, na Dinamarca (81,5%) e
na Finlandia (78,6%), o sorotipo Fim2 era mais prevalente. Por outro lado, na Franca
(93,1%), na Suécia (82,8%) e no Reino Unido (63,3%), o sorotipo Fim3 era o mais
comum. Em outros paises incluidos no estudo, a proporgcédo entre os dois sorotipos
mostrou-se mais equilibrada (BARKOFF et al., 2018).

5.2 Variabilidade alélica de fim3 e ptx

Antes da vacinagao infantil ser introduzida na década de 1950, a coqueluche
era uma causa significativa de mortalidade infantil global (KALLONEN; HE, 2009).
Apesar do sucesso da vacinagdo em reduzir morbidade e mortalidade, a doencga
ressurgiu nos anos 1990 em paises com altas taxas de vacinagao. A coqueluche
tornou-se a doenca prevenivel por vacina mais comum nos paises desenvolvidos. O
aumento de casos foi notado principalmente entre adolescentes e adultos, onde a
doenca apresenta sintomas mais leves (BOUCHEZ et al., 2015; MOOI, 2010).

A vacinacdo contra a coqueluche introduziu uma nova selecdo sobre as
populacdes de B. pertussis, que inicialmente se adaptaram as vacinas de célula
inteira (wP) em todo o mundo e, mais recentemente, as vacinas acelulares (aP) em
paises desenvolvidos. Essa pressao seletiva levou a mudangas nos isolados de B.
pertussis, as quais foram identificadas utilizando diversas metodologias de tipagem e
sequenciamento gendmico completo (BOUCHEZ et al., 2015; HEGERLE et al.,
2012; HEGERLE; GUISO, 2013).

Embora a B. pertussis seja caracterizada por uma estrutura genética bastante
uniforme (monomorfica), ela demonstra uma notavel habilidade de variar

geneticamente dentro de seus proprios genes por meio de rearranjos e
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polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) (MOOI, 2010). Foram notadas variagdes
alélicas em areas do genoma importantes para a resposta antigénica, incluindo o
gene prn, que possui 17 alelos e codifica a adesina pertactina (PRN); o gene ptxP,
com 20 alelos, responsavel pelo promotor do operon da toxina pertussis que produz
a toxina pertussis (PT); o gene ptxA, com 11 alelos, que codifica a subunidade 1 (S1)
da PT; e os genes fim2 e fim3, que possuem dois e sete alelos, respectivamente, e
codificam as proteinas fimbriais Fim2 e Fim3. Contudo, apesar dessas variagdes
genéticas, elas ndo comprometeram a efetividade das vacinas de célula inteira
(DIAVATOPOULOS et al.,, 2005, EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL., 2022; LEITE, 2019; MOOI; VAN DER MAAS; DE
MELKER, 2014; VAN LOO et al., 2002).

Diante deste contexto, foram analisadas 136 cepas de B. pertussis circulantes
no Distrito Federal, isoladas de pacientes clinicos, no intuito de serem identificados o
perfil genotipico dessas linhagens em relagdo aos genes fim3 e ptx, porém, apenas
94 isolados (69,12%) foram genotipados. Com o advento da pandemia da COVID-19
e a escassez de recursos financeiros, as demais cepas nao puderam ser

genotipadas.

5.2.1 Distribuicao alélica de fim3

As 94 amostras analisadas passaram por amplificacdo e sequenciamento do
gene fim3 e os resultados revelaram uma consideravel diversidade entre os
isolados, identificando-se trés diferentes tipos de alelos. A figura 40 apresenta a
distribuicdo alélica do gene fim3 dos isolados de B. pertussis circulantes no Distrito
Federal. Evidenciou-se que a maior frequéncia de alelos (64) foi o do tipo 24
(fim3-24), representando 68,08% das amostras. Em segundo lugar emergiu o perfil
alélico do tipo 3 (fim3-3) com 16 amostras (17,02%), seguido do alelo do tipo 1
(fim3-1), representando 14,9% dos isolados.

Segundo Bowden (2014) o locus fim3, responsavel pela codificacdo das
proteinas fimbriais, exibe uma diversidade polimdrfica superior em comparagao com
outros loci que regulam a expressao de diferentes fatores de viruléncia da B.
pertussis. Essa caracteristica pode explicar a ampla variedade de alelos fim3

identificados nas cepas analisadas neste estudo.
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Figura 40 - Distribuicdo no DF de alelos 1, 3 e 24 do gene fim3 de isolados de B. pertussis

O Programa Nacional de Imunizagéo do Brasil (PNI) adota as vacinas wP, que
sdo fabricadas pelo Instituto Butantan. Um estudo realizado por Akamatsu et al.,
(2015) apresentou a sequéncia gendmica completa da cepa 137 de B. pertussis
(também conhecida como cepa Butantan ou Bp137), que € empregada na
elaboragao da vacina wP. A pesquisa demonstrou que a cepa Bp137 carrega o alelo
fim3-1.

Diversos estudos relacionam o retorno da incidéncia da coqueluche as
variagbes genotipicas em certos fatores de viruléncia ou seus elementos
reguladores. Os alelos prn-1, ptxA-2, ptxP-1 e fim2-1 foram identificados em varias
cepas utilizadas em vacinas, que sao diferentes da cepa do Butantan adotada com
éxito em campanhas de vacinacdo em larga escala no Brasil desde os anos 1980
(AKAMATSU et al., 2015; BART et al., 2010, 2014; MOOI, 2010; VAN
AMERSFOORTH et al., 2005).

Nesse contexto, aproximadamente 83% dos isolados de B. pertussis
analisadas no presente estudo, apresentam alelos diferentes (fim3-3 e fim3-24) do
encontrado na cepa Bp127 (fim3-1) usada na vacina, sugerindo que a variagao
alélica pode ser um mecanismo adaptativo da bactéria a pressado seletiva imposta

pela vacinagao. A existéncia de diferengas antigénicas entre as cepas usadas em
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vacinas e os isolados circulantes, especialmente em relacdo as fimbrias e outros
fatores de viruléncia, foi observada em alguns estudos e pode desempenhar um
papel significativo na adaptagao da B. pertussis (BART et al., 2010, 2014).

Além disso, a prevaléncia elevada do alelo fim3-24 chama a atengdo, uma
vez que, conforme apontado por Bart et al., (2014), tais genes sdo menos comuns
na populagao, indicando uma distribuigdo global limitada. Esse fenbmeno pode ser
resultado das distintas pressdes seletivas exercidas pela vacina de células inteiras
em comparagao com a vacina acelular, que atualmente € mais utilizada na maioria
dos paises, sobretudo nos paises desenvolvidos.

A figura 41 apresenta a distribuicdo alélica do gene fim3 que circulou no
Distrito Federal entre os anos de 2012 a 2018, com prevaléncia do alelo fim3-24
(56,58%) no ano de 2014, seguido do alelo fim3-1 (14,47%) e por ultimo o alelo
fim3-3 (2,63%). A partir do teste do Qui-quadrado (p=0,028), foi possivel determinar
que a ocorréncia do alelo fim3-24 estd associada ao pico da epidemia de

coqueluche no Distrito Federal em 2014.
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A ocorréncia do alelo fim3-24 esta associada ao pico da epidemia em 2014 (p=0,028 — Qui-quadrado)

Figura 41 - Distribuicdo no DF de alelos 1, 3 e 24 do gene fim3 de isolados de B. pertussis por ano

Em 2012 o alelo prevalente foi o fim3-3 (47,05%), enquanto que os alelos 1 e
24 eram menos frequentes. A partir de 2013 notou-se uma alteragao significativa na

distribuicdo dos alelos, com um aumento na presenga de cepas contendo o alelo
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fim3-24. De 2015 a 2018 as amostras analisadas evidenciaram predominantemente
o alelo fim3-24. Essa rapida mudanca no perfil dos alelos é tipica da B. pertussis,
devido a sua tendéncia a sofrer rearranjos genéticos (MOOI, 2010) e a alta
capacidade do gene fim3 de desenvolver polimorfismos, em comparagao com outros
genes relacionados a fatores de viruléncia (BOWDEN et al., 2014).

A figura 25 apresentada na pag. 49, ilustra um aumento progressivo no
nuamero de casos de coqueluche no Distrito Federal de 2012 a 2014, conforme os
registros do SINAN (2023). Em 2001 houve um surto menor de 57 casos
confirmados, se repetindo em 2004 com reducédo do numero de casos até 2007. Em
2009, houve um surto novamente com 55 casos. No ano de 2010, observou-se uma
reducao nos casos, que foi seguida por um crescimento continuo a partir de 2011 até
o surto mais expressivo registrado no DF em 2014, com 301 casos confirmados.
Apos esse pico, a quantidade de casos comecgou a declinar. Esse padrao ciclico de
surtos de coqueluche, com intervalos de 2 a 5 anos, € uma caracteristica conhecida
da doencga (VAN GENT et al., 2015).

A mudanga do perfil alélico das fimbrias (figura 41) entre 2012, quando o alelo
fim3-3 era predominante, e o ano de 2014 em diante, quando o alelo fim3-24 passou
a ser mais frequente, pode ter contribuido para um aumento na incidéncia das cepas
de B. pertussis que estavam circulando no DF capazes de causar os sintomas de
coqueluche, levando ao surto observado em 2014, mesmo com a cobertura vacinal
no periodo de 92,6% (figura 26 - pag. 50). Isso ocorreu porque as mudangas na
estrutura celular da B. pertussis podem ter influenciado na modulagao da resposta
imune, dificultando assim a interagao celular parasita-hospedeiro, logo, o combate a
infecgao (MOOI; VAN DER MAAS; DE MELKER, 2014).

5.2.2 Distribuicao alélica de ptx

A toxina pertussis desempenha um papel crucial na ativacdo da resposta
imunoldgica induzida pela vacinagdo, uma vez que os anticorpos direcionados
contra ela sdo essenciais para prevenir a invasdo da B. pertussis nas células-alvo
através de endocitose, processo este mediado pela propria toxina (CARBONETTI,
2010, 2016; FADUGBA et al., 2014). Além disso, foi comprovado que os anticorpos
gerados em resposta a vacina, tanto de célula inteira quanto acelular, séo
importantes para a protecdo do hospedeiro (VAN DER LEE et al., 2018). Portanto,


https://www.zotero.org/google-docs/?mV9tKT
https://www.zotero.org/google-docs/?5KpXDW
https://www.zotero.org/google-docs/?emhYAF
https://www.zotero.org/google-docs/?A38TkR
https://www.zotero.org/google-docs/?IIiyCb
https://www.zotero.org/google-docs/?FAnBPq
https://www.zotero.org/google-docs/?FAnBPq
https://www.zotero.org/google-docs/?gT7qR8

81

monitorar as variagbes alélicas no gene que codifica a PT (ptx) revela-se uma
estratégia eficaz para avaliar o impacto da pressao exercida pela vacinagao sobre as
cepas de B. pertussis em circulagdo, contribuindo para um entendimento mais
aprofundado do ressurgimento da coqueluche (DEWAN et al., 2020).

Diante deste contexto, as 94 amostras submetidas a amplificagdo do gene
promotor da toxina pertussis ptxP foram igualmente sequenciadas e classificadas
para determinar a diversidade genética presente nos isolados de B. pertussis
circulantes no Distrito Federal. Observou-se uma uniformidade entre os isolados no
que diz respeito a variacao alélica, sendo verificado que todos compartilham o alelo

ptxP tipo 3 (ptxP-3), conforme demonstrado na figura 42.

100 —+ 94

PTX-3 Ignorado

Figura 42 - Distribuicdo no DF do alelo 3 do gene ptx de isolados de B. pertussis

O alelo ptxP-3, inicialmente identificado na Holanda, tornou-se mais comum
que os demais alelos, substituindo efetivamente o ptxP-1, conforme relatado por Bart
et al.,, (BART et al., 2010). Com o tempo, linhagens que carregam o ptxP-3 foram
observadas em outras regides como Asia, América do Sul, Europa e América do
Norte, sugerindo que as cepas com esse alelo se disseminaram globalmente nas
décadas de 1980 e 1990. Essa expansado fez do ptxP-3 um alelo de ampla
distribuicado internacional, o que pode justificar sua predominancia entre os isolados
examinados neste estudo (MOOI et al., 2009).

Conforme apontado por Mooi et al., (2009), pesquisas indicam que o alelo
ptxP-3 esta vinculado a uma maior capacidade adaptativa da B. pertussis, visto que

cepas com esse alelo produzem a toxina pertussis em quantidades superiores. A


https://www.zotero.org/google-docs/?5Epmtt
https://www.zotero.org/google-docs/?tsE5zL
https://www.zotero.org/google-docs/?PwOv5O
https://www.zotero.org/google-docs/?PL3iqK

82

toxina pertussis ajuda na persisténcia do patégeno dentro do organismo hospedeiro
ao interferir em componentes do sistema imune, tais como o sistema do
complemento, fagocitose e a resposta a anticorpos (GOUW et al., 2014). Essa toxina
€ especialmente eficaz em bloquear a migragdo de células imunoldgicas, incluindo
monaocitos, neutréfilos e linfocitos. Foi observado também que cepas contendo o
alelo ptxP-3 conseguem colonizar mais efetivamente o tecido respiratério de
camundongos, tanto vacinados quanto nao vacinados (CARBONETTI, 2010;
SAFARCHI et al., 2015). Portanto, a elevada produgao desta toxina pode aumentar a
viruléncia da B. pertussis, permitindo uma desregulagdo mais eficaz da imunidade
do hospedeiro. Isso sugere que o alelo ptxP-3 pode ter um papel importante na
habilidade dos isolados clinicos deste estudo de colonizar o trato respiratério dos
pacientes (MOOI et al., 2009).

A figura 43 apresenta a distribuicdo do alelo ptx-3 de isolados de Bordetella
pertussis circulantes no DF no periodo de 2012 a 2018, com prevaléncia no ano de
2014.
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Figura 43 - Distribuicdo no DF do alelo 3 do gene ptx de isolados de B. pertussis por ano

A cepa Bp137, empregada nas vacinas distribuidas no Brasil, é caracterizada
pelo alelo ptxP-2 na regido promotora do gene responsavel pela codificacédo da

toxina pertussis (AKAMATSU et al., 2015). Observou-se que todas as cepas de B.
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pertussis circulantes no DF apresentaram alelos diferentes daqueles da cepa Bp137,
sugerindo um mecanismo de variagao alélica por parte das cepas em circulagao
para evitar a resposta imune gerada pela vacinagao. Bart et al., (2010) relatam que
divergéncias antigénicas foram identificadas entre as cepas utilizadas nas vacinas e
as cepas em circulagdo, especialmente em genes que codificam fatores de
viruléncia chave, como a toxina pertussis, pertactina e fimbrias. Essas diferencas
podem ter contribuido para a adaptagcdo das bactérias diante da pressao exercida
pela vacinagéo.

A tabela 5 demonstra a correlacdo existente entre a variagao alélica do
gendtipo fim3 com os sorotipos Fim2; Fim3 e Fim2,3. A associagao esteve presente
e foi positiva, ou seja, a presencga dos alelos tipo 3 (fim3-3) e 24 (fim3-24) aumentam
a chance de ocorréncia dos sorotipos Fim3 e Fim2 respectivamente. Também houve
associagao, porem, negativa entre os alelos fim3-3 e fim3-24 com os sorotipos Fim2
e Fim3 respectivamente, ou seja, a presencga desses alelos de fim3 diminui a chance
de ocorréncia do sorotipo associado.

A tabela 6 por sua vez, demonstra a correlagdo existente entre a variacao
alélica do gendtipo fim3 com diferentes variaveis epidemioldgicas como: sexo, fases
da vida, faixa etaria e incidéncia de casos de infec¢ao por B. pertussis em 2014. A
associacao esteve presente e foi positiva, ou seja, a presenga do alelo fim3-24
aumenta a chance de ocorréncia da epidemia de 2014 em cerca de 4 vezes.
Também houve associagao, porém, negativa entre o alelo fim3-3 com a epidemia de
2014, ou seja, a auséncia desse alelo durante o pico da epidemia sugere sua

substituicdo por outro alelo no mesmo locus génico durante a epidemia.
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5.2.3 Correlagdo entre gendtipo ptx3-fim3 com sorotipos de cepas isoladas de B.

pertussis - LACEN/DF e as variaveis epidemiolégicas.

Tabela 5 - Relagado entre o gendtipo ptx3 e fim3 e os sorotipos de cepas isoladas de B. pertussis

pg(%ngt,ic,%?g Variavel verificada OR 1C95% (Qui-un;drado) Associagdo"
Fim3-1 Sorotipo 1,2 0,59 0,11-3,06 0,53354 Nao
Fim3-1 Sorotipo 1,3 1,82  0,43-7,60 0,40172 N3o
Fim3-1 Sorotipo 1,4 - - 0,53555 Nao
Fim3-1 Sorotipo 1,2,3 0,88 0,09-8,15 0,91282 N&o
Fim3-3 Sorotipo 1,2 0,15  0,01-0,93 0,04253 Sim (-)
Fim3-3 Sorotipo 1,3 6,03 1,24-29,15 0,01471 Sim (+)
Fim3-3 Sorotipo 1,4 - - 0,43477 Nao
Fim3-3 Sorotipo 1,2,3 0,53 0,06-4,79 0,56916 Nao
Fim3-24 Sorotipo 1,2 4,28 1,11-16,60 0,02675 Sim (+)
Fim3-24 Sorotipo 1,3 0,21 0,07-0,68 0,00631 Sim (-)
Fim3-24 Sorotipo 1,4 - - 0,25554 Nao
Fim3-24 Sorotipo 1,2,3 1,64 0,29-9,14 0,56668 Nao

OR = 0dds ratio; IC = Intervalo de confianga; p = probabilidade de as diferengas ocorrerem devidas ao acaso.

TAssociacdo presente ou ausente (Sim ou N&o). No caso de a associacdo estar presente, ela pode ser positiva
(+), isto &, a presenca do gene fim3 aumenta a chance de ocorréncia do sorotipo associado; ou a associagdo
pode ser negativa (-), ou seja, a presenga do gene fim3 diminui a chance de ocorréncia do sorotipo associado.

Os pontos sem preenchimento, referem-se a situacbes em que ndo foi possivel calcular o OR devido a valores
nulos em pelo menos uma das células nas tabelas de contingéncia 2x2 usadas para verificar as associagdes

(vide os apéndices).



Tabela 6 - Relagdo entre o gendtipo ptx3 e fim3 e variaveis epidemiolédgicas
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pgg”gt%% Variavel verificada OR  IC95% (Qui—un:':\ dradoy  Associagdo’
Fim3-1 Sexo masculino 0,15 0,01-1,04 0,05516 Limitrofe
Fim3-1 Pico da epidemia (ano 2014) 2,10 0,50-8,71 0,29919 Nao
Fim3-1 Faixa etaria lactente 0,31 0,08-1,15 0,07202 N&o
Fim3-1 Faixa etaria recém-nascido 3,31 0,68-15,96 0,11974 Nao
Fim3-1 Faixa etaria > 2 anos 2,39 0,52-10,95 0,25123 Nao
Fim3-3 Sexo masculino 1,69 0,54-5,30 0,36384 Nao
Fim3-3 Pico da epidemia (ano 2014) 0,05 0,01-0,27 0,00002 Sim (-)
Fim3-3 Faixa etaria lactente 4,04 0,92-28,01 0,06332 Limitrofe
Fim3-3 Faixa etaria recém-nascido 0,38 0,04-3,32 0,36867 Nao
Fim3-3 Faixa etaria > 2 anos 0,29 0,03-2,48 0,23627 Nao
Fim3-24 Sexo masculino 1,40 0,50-3,94 0,51548 Nao
Fim3-24 Pico da epidemia (ano 2014) 4,39 1,57-12,26 0,00375 Sim (+)
Fim3-24 Faixa etaria lactente 0,87 0,30-2,47 0,79724 Nao
Fim3-24 Faixa etaria recém-nascido 0,75 0,18-3,10 0,69820 N3o
Fim3-24 Faixa etaria > 2 anos 1,11 0,29-4,24 0,86984 Nao

OR = Odds ratio; IC = Intervalo de confianga; p = probabilidade de as diferengas ocorrerem devidas ao acaso.

TAssociacdo presente ou ausente (Sim ou N&o). No caso de a associacdo estar presente, ela pode ser positiva (+), isto
é, a presenga do gene fim3 aumenta a chance de ocorréncia da varidvel associada; ou a associacdo pode ser negativa
(-), ou seja, a presenga do gene fim3 diminui a chance de ocorréncia da variavel associada.
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6 CONCLUSAO

Esta tese teve como objetivo identificar o perfil genotipico das linhagens de B.
pertussis circulantes no Distrito federal, entre 2012 e 2018 em relacdo aos genes
fim3 e ptx. Foi possivel concluir que, entre os isolados examinados, o alelo fim3-24
foi 0 mais comum, observando-se uma predominancia dos tipos fim3-3 e fim3-1 em
2012 e 2013 e uma prevaléncia do tipo fim3-24 em 2014, coincidindo com a
epidemia de coqueluche no Distrito Federal em 2014. Os resultados indicam que a
maioria das cepas possui um perfil genético fimbrial distinto da cepa utilizada na
vacina do programa nacional de imunizagao, e a selegcao do alelo fim3-24 em 2014
pode ter contribuido para o aumento de cepas causadoras de infeccbes
sintomaticas. Isso se deve ao fato de que tais variacbes genéticas podem afetar a
interagdo com o sistema imunoldgico.

No que tange a variagdo alélica do gene ptx o alelo ptxP-3 foi o unico
presente, indicando auséncia de diversidade alélica na regidao promotora do gene
responsavel pela codificagdo da toxina pertussis. Foi observado que todas as cepas
possuem variagoes alélicas em comparagdo com a cepa usada na vacina no que diz
respeito ao gene ptxP. A predominancia do alelo ptxP-3 pode ter contribuido para a
eficacia das cepas em colonizar o trato respiratério dos pacientes, considerando que
cepas com o ptxP-3 tendem a ser mais virulentas. Além disso, a sele¢cdo do gene
fim3-24 durante o surto de coqueluche de 2014 no Distrito Federal, juntamente com
a presenga do alelo ptxP-3, sugere que a combinagdo desses fatores genéticos
pode ter reforgado a resisténcia das bactérias, ja que ambos diferem da cepa vacinal
e influenciam na resposta imune do hospedeiro.

Realizar analises gendmicas com um numero maior de amostras, tanto do
Distrito Federal quanto de outras regides do Brasil, e até mesmo com outros genes
do lécus BvgAS, é fundamental para entender a variagao alélica e definir o perfil
genético da Bordetella pertussis. Esses resultados mostraram que as cepas
circulantes de B. pertussis no surto analisado eram diferentes da cepa usada para
imunizagao contra coqueluche no Brasil. Essas observagdes fornecem informagdes
que poderiam ser usadas para direcionar programas de vacinagao para prevenir

futuros surtos de tosse convulsa no Brasil.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Casos de coqueluche confirmados notificados no SINAN

24/09/2023, 18:08

TabNet Win32 32: COQUELUCHE - Casos confinnados Notificados no Sistema de Informacao de Agravos de Notificagao - Brasil

F2X Ministério da Saude
() INFORMAGOES DE SAUDE
(?) AJUDA

DATASUS Tecnologia da Informacao a Servico do SUS

» COQUELUCHE - CASOS CONFIRMADOS NOTIFICADOS NO SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO

BRASIL

Casos confirmados por Criterio conf. segundo Ano 1° Sintoma(s)
UF de notificagdo: Distrito Federal
Periodo: 2012-2022

99 673

TOTAL 5 159

2012 1 21 11
2013 - 30 35
2014 2 81 22
2015 - 9 13
2016 1 4 5
2017 = 4 7
2018 1 6 2
2019 = 3 3
2020 . 1 s
2021 - z 1
2022 = ? >

59
106
196

92

22

29

80

68

Fonte: Ministério da Saide/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - Sinan Net

Notas:

1. Periodos Disponiveis ou periodo - Correspondem aos anos de notificacdo dos casos.

936
92
171
301
114
32
40
89
74

2. Para tabular dados epidemiologicos de um determinado ano selecione na linha a variavel de interesse, na
Coluna Ano dos 1° sintomas; em Periodos Disponiveis assinale o ano inicial da série e todos os posteriores
até o ano atual (p/ incluir casos notificados com atraso) e em Selecoes Disponiveis assinale os anos dos 1°
sintomas (ex: n° de casos com inicio de sintomas 2007: selecione na linha UF de residéncia, na Coluna Ano
de 1°s sintomas, em Periodos disponiveis 2007 até o ano atual e em Selecdes assinale Ano de 1°s sintomas

2007).
. Para calculo da incidéncia utilize locais de residéncia.
. Dados de 2007 a 2017 atualizados em 01/07/2019.
. Dados de 2018 atualizados em 08/02/2023, realizada uma validacdo dos dados.
. Dados de 2019 atualizados em 08/03/2023, realizada uma validacdo dos dados.
. Dados de 2020 atualizados em 08/02/2023, realizada uma validacdo dos dados.
. Dados de 2021 atualizados em 08/02/2023, dados sujeitos a revisao.
. Dados de 2022 atualizados em 08/02/2023, dados sujeitos a revisdo.

O W OooNOUG A W

—

(2).

*Dados disponibilizados no TABNET em fevereiro de 2023.

Legenda:

- - Dado numérico igual a 0 nao resultante de arredondamento.

tabnet datasus.govbr/cgi/tabegi exe Isinannet/cnv/coquebr.def

. Foram confirmados casos de Coqueluche no Estado do Espirito Santo (e-SUS VS) nos anos de 2020 (6) e 2022

172

101
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8.2 Anexo 2 — Confirmacéo da aprovagao por CEP/CONEP - Plataforma Brasil

25/09/2023,19:22 Plataforma Brasil

Portal do Govemo Brasilei
-

Informe o E-mail

Vocé estd em: Piblico > Confirmar Aprovagdo pelo CAAE ou Parecer
CONFIRMAR APROVAGAO PELO CAAE OU PARECER
Informe o nimero do CAAE ou do Parecer:
Numero do CAAE: Numero do Parecer:
43098415.6.1001.56553

Pesquisar|
aprovado.

Esta consulta retoma somente pareceres aprovados. Caso ndo apresente nenhum resultado, o numero do parecer informadae ndo € vélido ou néo correspande a umn parecer

DETALHAMENTO
Titulo do Projeto de Pesquisa:

=CE’AR}%CTERIZZ{(;f&() CLONAL DE CEPAS DE Bordetella pertussis ISOLADAS NO DISTRITO
FEDERAL, BRASIL, NO PERIODO DE JULHO/2012 A MEADOS DE AGOSTO/2014

V7
Namero do CAAE: NUimero do Parecer:
[43098415.6.1001.5553 | [1056702 |
Quem Assinou o Parecer: Pesquisador Responsavel:
Helio Bergo {Ellen de Lima Rocha \
Data Inicio do Cronograma:

Data Fim do Cronograma:

Contato Plblico:
|03/0712015

02/03/2015

| |Ellen de Lima Rocha

GOVERNO FEDERAL

S el VR

https //plataformabrasil saude gov br/login jsf

12
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9 APENDICES

9.1 Apéndice 1 —Tabela

isolados de B. pertussis

103

com o extrato dos dados epidemioldgicos e genotipicos dos

canas | COMGO- | ALELO | ALELO [BEESOREARY spyo | 'DACE | IDADE | MMDE. | CAEC | carreinane NASCIMENTO us ISOLAMENTO REPIQUE | ESTOQUE | ANO
1 BP1 3 3 2766088 F 88 3 0 LACT 1) At_2 Anos 5132012 HRPL 91312012 312412017 3272017 2012
1 BP2 3 3 2767849 F %0 3 [ LACT 1} AL 2Anos 4152012 HRG an32012 apaorr | 3prRo7 | 2012
1 BP3 2839133 W a3 2 1 LACT 1)AL 2Anos 71372018 HIIB 962012 apaorr | 3prpoz | 2012
1 BP4 2 3 2839352 F 70 2 o LACT 1) AL 2 Anos 6132012 ALVORADA 813012 apapotr | 3p7Rot7 | 2012
1 BP5 2871945 F 6205 204 17 ADOLESC | 2)3 A 18 Anos 2151995 HMB 8132012 apapotr | 3m7Ro17 | 2012
1 BP6 3 3 20901325 W 90 3 o LACT 1) At_2 Anos 5312012 HMB 8712012 apapotr | 3mTRoi7 | 2012
1 BP7 3 3 2871950 F 54 2 o LACT 1) At_2 Anos 782012 HMB 871012 apapot7 | 3m7Ro17 | 2012
1 BPE 2035471 W 30 1 o LACT 1) At_2 Anos 1712012 HRSM 10112012 apapotr | 3mmRor7 | 2012
1 BPY 2944031 W 80 3 o LACT 1) At_2 Anos 6102012 RS 10172012 apapot7 | 3mTRoi7 | 2012
1 5P 10 2 3 3024505 F 10585 8 29 ADULTO | 3} Mals de 18 Anos 8231983 HMEB 102612012 apapotr | 3mrRot7 | 2012
1 BP 11 2053226 M 98 3 o LACT 1) At_2 Anos 61512012 HMEB 103112012 aaporr | ameotr | 202
1 5P 12 3 3 3050152 W 82 3 o LACT 1) At_2 Anos BHI2012 HMB 103112012 apapotr | 3mTRor7 | 2012
1 BP 13 3098289 W 60 2 o LACT 1) A2 Anos 8231012 HRSM 1202012 apapotr | 3pTRo17 | 2012
1 BP 14 3124804 F 90 3 o LACT 1) A2 Anos 82012 ALVORADA 112212012 apapotr | 3mzRoi7 | 2012
1 BP 15 3 3 3161318 F 150 5 o LACT 1) At_2 Anos 62212012 HRPL 121012012 apapotr | 3m7Rot7 | 2012
1 BP 16 3 3 3183116 W 60 2 o LACT 1) At_2 Anos 91812012 ALVORADA 1211202012 apapotr | 3mTRoi7 | 2012
1 BP 17 3 3 3071161 M 60 2 [ LACT 1) At_2 Anos 104812012 HRS 11712013 apapotr | 3p7Roi7 | 2012
1 oP 18 3 3 2307446 F 28 1 o RN 1) AL 2 Anos 121012012 18 11812013 a4nor7 | amreorr | 2013
1 BP9 12130 W 0 3 o LACT 1) AL 2 Anos o1812012 HRPL 112502013 apaporr | 3mzpow7 | 2013
1 8P 20 3 337707 W 30 1 o LACT 1) AL 2 Anos 1R22012 HMB 12812013 apaporr | 3m7Rot7 | 2013
1 BP 21 3 3 139138 W 9855 324 27 ADULTO | 3) Mais de 18 Anos Bi4/1985 CSRECEMAS | 12812013 apaporr | 3miRow7 | 2013
1 8P 2 2 3 342361 F 210 7 o LACT 1) AL 2 Anos 5102012 HMB 12812013 apaporr | 3m7Ron7 | 2013
1 5P23 3371405 F 30 1 o LACT 1) AL 2 Anos 122812012 HMB 2062013 apapotr | 3mIRoi7 | 2013
1 5P 24 1 3 3366633 F 730 2 2 |PREESCESC| 2)3A18Anos 52812010 RS 242013 apapotr | 3mTRoi7 | 2013
1 P25 3379937 W 120 4 [ LACT 1) AL 2 Anos s72012 HMEB 2062013 apapotr | 3mzRot7 | 2013
2 P26 1 3 3383706 F 60 2 o LACT 1) AL 2 Anos 11612012 HRT 202013 apapotr | 3pTRot7 | 2013
2 BP 27 3386090 F 12045 396 33 ADULTO | 3) Mals de 18 nos 7731979 HMEB 202013 apapotr | 3m7Rot7 | 2013
2 P28 3386116 F 60 2 o LACT 1) AL 2 Anos 111812012 HMEB 22013 apapotr | 3pTRot7 | 2013
2 5P 2 3 3 96142 F 80 3 o LACT 1) AL 2 Anos 111812012 HMEB 21182013 apapotr | amiRoi7 | 2013
2 5P 30 3 3 4279444 F 45 1 o LACT 1) AL 2 Anos 62512013 HMB BIE2013 apapotr | 3mzeot7 | 2013
2 BP 31 2 3 4270489 F 68 2 [} LACT 1) AL 2 Anos 3182013 HRPL /52013 apdporr | 3p7Ro7 | 2013
2 5P 4300497 W 30 1 o LACT 1) AL 2 Anos 5312013 HRAN 872013 apapor | 3p7po7 | 2013
2 B8P3 4304154 F 9855 24 27 ADULTO | 3) Mais de 18Anos 12011986 HRGU 872013 a4n017 | ampzeor7r | 2013
2 8P M 2 3 4375095 W 13 4 o LACT 1) AL 2 Anos 522013 HRPL 82612013 apaporr | 3mzpo7 | 2013
2 P35 1 3 4377852 F 1857 5 o LACT 1) AL 2 Anos HMB 82612013 apaporr | 3p7pow7 | 2013
2 5P 3% 4417553 F 7665 252 21 ADULTO | 3) Mais de 18 Anos 221992 HRSM 922013 apaporr | 3p7Rowz | 2013
2 8Py 2 3 4522511 W 80 3 o LACT 1) AL 2 Anos 62112013 HRT 92012013 apaporr | 3p7Ro7 | 2013
2 P38 4551700 W 4 1 [ LACT 1) AL 2 Anos /12013 STALUCIA aps013 apaporr | 3pipo7 | 2013
2 BP9 4593492 W 55 2 [} LaCT 1) AL 2 Anos 8152013 HRAN 1012412013 apaporr | 3mipo | 2013
2 BP 40 2 3 4718910 W 14235 468 39 ADULTO | 3) Mais de 18 Anos 912611974 HFA 103112013 apapor | 3pipoz | 2013
2 BP 41 2 3 4844008 W 24 1 [ RN 1) AL 2 Anos 1011512013 HRT 1/202013 apaporr | 3mreowz | 2013
2 BP42 a 4983456 W 86 3 o LacT 1) AL 2 Anos /12013 HMB 1211702013 apaporr | 3mzpoz | 2013
2 P43 4983451 W 54 2 [} LacT 1) AL 2 Anos 10132013 HMB 122002013 apaporr | amipowz | 2013
2 BP 44 24 3 4987504 M 66 2 0 LACT 1) At_2 Anos 10/4/2013 HRT 12/23/2013 372472017 31272017 2013
2 BP 45 24 3 312412017 32712017 2013
5 BP 46 2% 3 5023483 F 2190 2 6 |PReEscEsc| 2)3A18ancs 3172007 LACEN 1212372013 apaorr | 3pTRo7_ | 2013
2 BP 47 2% 3 5057515 58 2 o LACT 1) AL 2Anos 10232013 LACEN 162014 apaRoTT | 3pTRo7_ | 2013




CODIGO

ALELO

ALELO

IDADE

104

IDADE

CATEG

CAIXAS e e Y [EEE] sexo | QAE | BARE | O GADe: | CATEGIDADE2 NASCIMENTO us ISOLAMENTO REPIQUE | ESTOQUE | ANO
2 BP 48 u 3 5128974 F 745 % 2 |PREESG-ESC| 2)3A18Ancs 10242013 | cSRECEMAS | 1rm0mom ot | 3mmeor7 | 20w
& BP 49 24 3 5162085 F 365 12 i LACT 1) At_2 Anos 111412012 HRS 1/24/2014 312412017 3272017 2014
2 BP 50 E) 3 5275707 M 77 3 0 LACT 1) AL 2Anos 11192013 HRT 21202014 a0 | mveer7 | 2014
i BP 51 3 3 5291368 F 143 5 a LACT 1) At_2 Anos 9152013 HRS 219/2014 3/24/2017 30272017 2014
2 BP 52 ! 3 5314161 F 13870 456 EL ADULTO | 3) Mais de 18 Ancs 111711975 HRAN 2192014 o | 3mmeor7 | 2014
3 BP 53 u 3 5321813 F 365 12 1 LACT 1) At_2 Ancs 41752012 HRS 4017 | S0 | 2014
3 BP 54 5382276 M 100 3 0 LACT 1) At_2Anos 11/12/2013 HMIB 4/30/2017 5212017 2014
3 BP 55 P 3 5420198 86 3 a LACT 1) AL_2Anos 121212013 HRAN 4302017 | s2p0m | 2014
3 BP 5 5403501 F 124 4 a LACT 1) AL 2 Anos 102312013 HRS 4p0017 | sm017 | 2014
3 BP 57 B 3 5408679 M 730 N 2 |PREESG-ESC| 2)3A18Ancs 722011 HRGU R0 | 01| 201
3 BP 58 5419858 M 88 3 a LACT 1) At_2 Anos 11/3002013 HRSAM 7/28/2017 81/2017 2014
3 BP 59 500631 M 730 E) 2 |PREESCESC| 2)3A18Ancs 21712012 LACEN TEe20 | 20w | 204
3 BP 60 5519303 M 20 3 a LACT 1} AL 2 Ancs 1211802013 HRT 7RO | mior | 2014
3 BP 61 5567292 F 11 4 a LACT 1) At_2Anos 2112/2014 LACEN 712812017 811/2017 2014
3 BP 62 6038462 F 26 4 a RN 1) At_2 Anos 3/28/2014 HRGU 712812017 8172017 2014
3 BP 63 61055 F 135 4 0 LACT 1) AL 2Anos 12121/2013 HMIB 72RO | 0w | 2014
3 BP 64 u 3 6137494 F 3 1 0 LACT 1) A2 Anos 42014 HMIB 7RO | @m0 | 20w
3 BP 65 o 3 6240123 M 2 1 a R 1) AL 2 Anos 51212014 HRT 70T | w017 | 2014
3 BP 66 u 3 6263580 F 88 3 0 LACT 1} AL_2 Ancs 4M2014 HMIB R0 | o1 | 2014
3 BP 67 24 3 6283914 F 149 5 0 LACT 1) At_2 Anos 1/4/2014 HMIB 7/28/2017 8172017 2014
3 BP 68 6289611 F 59 2 a LACT 1) AL_2Anos 41512014 HRAN 728207 | o | 2014
3 BP 60 u 3 6285405 M 93 3 0 LACT 1) AL 2 Anos 32014 HRGU 7280 | w201 | 2014
3 BP 70 6318492 M 118 4 a LACT 1) At_2Ancs 2(12/2014 HRS 7/28/2017 &1/2017 2014
3 BP 71 24 3 6330214 F 20 1 a RN 1) At_2 Anos 5202014 HRSM 7/28/2017 8172017 2014
E! BP 72 24 3 6349147 F 192 [ 0 LACT 1) AL 2Anos 121212013 HRC TR0 | sieow | 2014
3 BPT3 6378800 F 36 1 0 LACT 1) A2 Anos 51302014 STALUCIA R0 | @17 | 2014
3 BP 74 24 3 6370988 F 21 a a RN 1) At_2Anos 5/28/2014 HRAN 81412017 BT12017 2014
3 BP 75 24 3 6408176 F 71 2 a LACT 1) At_2 Anos 4/15/2014 HRGU 712812017 81172017 2014
3 BP 76 u 3 6449362 F 25 0 a RN 1) AL 2 Anos 6712014 HMIB 7oRROT | o | 2014
3 BP 77 u 3 6464958 F 36 1 0 LACT 1) At_2 Ancs 62014 HRAN 7oRROTT | @0 | 20w
4 BP 78 B 3 6476285 F 2 & a LACT 1) AL 2 Anos 111512014 HRS THE2014 70T | w01 | 2014
4 BP 79 24 3 6476537 F 20 1 0 LACT 1) At_2Anos 5(19/2014 STA LUCIA 7i115/2014 712812017 8172017 2014
4 BP 80 1 3 6485605 F 17 3 a LACT 1) At_2 Anos 3/24/2014 HRS 7i15/2014 7/28/2017 81/2017 2014
4 BP 81 1 3 8422223 F 3 4 0 LACT 1) AL_2Anos 392014 HRSAM 7H6/2014 sH01 G017 | 2014
4 BP 82 6460652 F 17 1 0 LACT 1) AL_2 Ancs 5182014 |UPA-RECEMAS| 70232014 sH2017 sup017 | 2014
4 BP 83 3 3 6515249 F 8 2 a LACT 1) At_2Anos 5/8/2014 HRPL 7i25/2014 8M1/2017 24/2017 2014
4 BP 84 6574776 M 27 4 a LACT 1) At_2 Anos 5/28/2014 HRAS Bid/2014 5M1/2017 8i412017 2014
4 BP 85 1 3 6543115 F 1095 £ 3 |PREESCESC| 2)3A18Anes 112412010 HRS aiE2014 sHo17 aup017 | 2014
4 BP 86 u 3 6543115 2014
4 BP 87 24 3 6601020 M 88 3 a LACT 1) At_2Anos 5M/2014 HRC Bi8I2014 8/M1/2017 472017 2014
4 BP 88 8607226 M 17 1 0 RN 1) AL 2Anos 7132014 LACEN 81312014 sHo1 ga017 | 2014
4 BP 89 1 3 6614150 m 25 1 0 RN 1} AL 2 Anos TI2014 HMIB 8132014 sH017 aup017 | 2014
4 BP9 2 3 6614198 M 8 2 0 LACT 1) A2 Ancs 51412014 HMIB 8132014 sHR017 sup017 | 2014
4 BP 91 1 3 650181 F 27 1 0 RN 1) At_2 Ancs 71002014 ANCHIETA 812012014 8412017 amR017 | 2014
4 BP 92 24 3 6722821 M 43 1 a LACT 1) At_2 Anos 71712014 STA LUCIA Bi27/2014 9/4/2017 Q2017 2014
4 BP 93 1 3 6736931 F 69 2 a LACT 1) At_2 Anos 6/13/2014 HMIB 9/1/2014 8/4/2017 8iBI2017 2014
4 BP M ) 3 6737006 F 45 1 a LACT 1) AL 2 Anos 7712014 HMIB 9112014 su017 92017 | 2014




95
96
97
98
99

101
102
103

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

105

capas | COBIGO. | ALELO | ALELD [SSESEERE oyo | MATE | DADE | EWNE] CATG | cacimae NASCIMENTO us ISOLAMENTO REPIQUE | ESTOQUE | ANO
4 BP 95 1 3 6772244 F 9125 300 25 ADULTO 3) Mais de 18 Anos 10211988 HMIB 9i8/2014 8/4/2017 9/8/2017 2014
4 BP % 1 3 6799862 F 21 1 o RN 1) AL_2 Anos 8/11/1984 HMB 8/12/2014 81412017 aB0t7 | 2014
4 BP 97 24 3 6807293 F 52 2 0 LACT 1) At_2 Anos 7/14i2014 HRT 812/2014 8/4/2017 9/8/2017 2014
4 BP 98 6839865 N 16425 540 45 ADULTO 3) Mais de 18 Anos 12/25/1969 HRS 8/116/2014 9/4/2017 9/8/2017 2014
4 5P 2 3 6850198 F %0 3 o LACT 1) AL_2 Anos 6132014 HRT 911612014 81412017 amot7 | 2014
4 BP 100 24 3 6867923 F 90 3 0 LACT 1) At_2 Ancs 6/3/2014 HRT 8/18/2014 9/4/2017 9/8/2017 2014
4 &P 101 2 3 6897302 M 60 2 o LacT 1) AL_ 2 Anos 711212014 HMB 912512014 81412017 amRot7 | 2014
4 BP 102 24 3 6897286 M 1095 36 = ; PREESC-ESC| 2)3 A 18 Anos 12/19/2010 CS REC EMAS 8/30/2014 8/4/2017 9/8/2017 2014
4 &P 103 2 3 6939368 M 0 2 o LacT 1) AL 2 Anos 71202014 HMB /3012014 81412017 amRot7 | 2014
1 BP 104 1 3 7002133 F 210 7 0 LACT 1) At_2 Anos 2232014 HRAN 10/14/2014 8/4/2017 9/8/2017 2014
5 &P 105 1 3 7014886 M 180 & o LacT 1) AL_ 2 Anos 302512014 HRC 10/16/2014 81412017 amR017 | 2014
& BP 106 24 3 7065175 N 120 4 0 LACT 1) At_2 Ancs 6132014 HRS 10/28/2014 9/4/2017 9/8/2017
5 &P 107 2 3 7087355 F 0 2 o LACT 1) AL 2 Anos 82112014 HRS 11732014 9/aR017 8017
5 BP 108 7065635 F 60 2 0 LACT 1) At_2Ancs 82172014 HRSM 11/522014 9/14/2017 9/8/2017
5 &P 109 1 3 7162094 M 285 108 9 |PREESCESC| 2)3A18Ancs 501012005 HRPL 1112014 8/4R017 98017 | 2014
& BP 110 24 3 7143965 F 90 3 0 LACT 1) At 2 Anos 7/13/2014 HRPL 11/14/2014 9/25/2017 9/2812017 2014
5 8P 111 7199874 F 30 1 o LACT 1) AL_2Anos 91512014 ANCHIETA 1182014 opso17 | opepor | 2014
5 BP 112 7208476 M 20 1 o LACT 1) AL 2 Anos 901912014 ANCHIETA 1182014 opspotr | amepoi7 | 2014
£ BP 113 7142009 N 90 3 0 LACT 1) At_2 Ancs 71232014 HRC 11/20/2014 9/25/2017 9/2812017 2014
5 BP 114 2 3 7190821 F 2 1 o LACT 1) AL 2 Anos 10112014 HRT 111202014 opspotr | omapoir | 2014
5 BP 115 24 3 7237821 M 90 3 0 LACT 1) At_2 Ancs 8/10/2014 HRC 11/25(2014 9/25/2017 9/28/2017 2014
5 BP 116 2 3 7287421 M 24 1 o RN 1) AL_2 Anos 11412014 HRAN 12412014 opspo1r | opepoi7 | 2014
5 BP 17 2 3 7289454 M %0 3 o LACT 1) At_2Anos 21212014 HRT 120912014 opspo17 | omepoi7 | 2014
5 BP 118 2 3 7301243 F 0 2 o LacT 1} AL 2 Anes 92202014 HRAN 1292014 opso17 | opapmi7 | 2014
5 BP 119 B 3 7304807 F 180 & o LACT 1)At_2Anos 50152014 ANCHIETA 1209/2014 10132017 | 10182017 | 2014
5 &P 120 7294450 F 20 1 o LACT 1) AL 2 Anes 101812014 HRT 1202014 10132017 | 10182017 | 2014
5 P12t B 3 7314519 F 60 2 o LACT 1)At_2Anos 90222014 HMB 1211212014 10132017 | 10182017 | 2014
5 P12 2 3 7344220 F 0 2 o LacT 1} AL 2 Anes 91252014 HMB 121232014 10132017 | 10182017 | 2014
5 EaRP) B 3 7384498 F 60 2 o LAcT 1) At_2Anos 100612014 HMB 162015 10132017 | 10182017 | 2014
5 &P 124 2 3 7389159 F 60 2 o LACT 1)AL 2 Anes 102312014 HMB 111412015 10132017 | 10182017 | 2015
5 &P 125 2 3 7420355 M 30 1 o LacT 1} AL 2 Anes 12132014 HRS 11202015 10132017 | 10182017 | 2015
5 5P 126 2 3 7450797 F 50 3 o LACT 1) At_2 Anos 1072412014 HMB 242015 10132017 | 101@2017_| 2015
5 &P 127 2 3 7458679 F %0 3 o LACT 1) AL 2 Anes 10132014 HRC 2412015 10132017 | 10182017 | 2015
5 5P 128 2 3 7450697 F 120 4 o LACT 1) At_2 Anos 90242014 HMB 2052015 10132017_| 10182017_| 2015
6 &P 129 7475795 M 27 1 o RN 1} AL 2 Anes STAHELENA | 20122015 10162018 | 10182017_| 2015
6 BP 130 2 3 7544994 M 30 1 o LACT 1) At_2Anos 1U6/2015 HRT 202512015 10162018 | 10182017 | 2015
6 BP 131 24 3 9196454 F 150 5 0 LACT 1) At_2 Anos 8/25/2015 HRAN 3/1/2016 2/20/2018 2/23/12018 2016
6 BP 132 9511318 F 60 2 o LACT 1) AL_2 Anos 21612016 HRAN 412612016 2m6r018 | 2mepo1s | 2016
6 BP 133 10682550 M 60 2 0 LACT 1) At_2 Anos 10/2/2016 HRC 12116/2016 3/16/2018 3/20/2018 2016
6 BP 1M 2 3 11412108 M 35 2 1 LACT 1) AL_2 Anos 41512016 HRC 512902017 apopot8 | 2mapois | 2017
6 BP 135 24 3 12667978 M 26 1 0 RN 1) At_2 Anos 2112018 HRPL 312/2018 3/12/2018 3/15/2018 2018
6 BP 136 13414434 F 120 4 o LacT 1) AL 2 Anos 2018 HRPL 8/1412018 snapots | sremots | 2018
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9.2 Apéndice 2 —Tabelas de contingéncia 2x2 usadas para verificar as associacoes e

resultados brutos de Odds Ratio e Qui-quadrado.

25/09/2023, 19:08
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TABLES FIM3_3SN Sorotipo12SN

FIM3_3SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

Sorotipol2SN
False True Total
37 17 54

68,52% 31A48% 100,00%
71.15% 9444% 77.14%

15 1 16
93,75%  6,25% 100,00%
28,85% 5,56% 22.86%

52 18 70
74.29% 25,71% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,1451 0,0177 1,1898 (1)
0dds Ratio (MLE) 0,1480 0,0065 09399 (u)
0,0033 11210 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,7309 05861 09113 (1)
Risk Difference (RD%) -25.2315 -42 3820 -8,0810 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncorrected 4,1136 0,0425398689
Chi-square - Mantel-Haenszel 40548 0,0440451937
Chi-square - corrected (Yates) 2,8987 0,0886483207
Mid-p exact 00204410443

Fisher exact 00367035326 0,0529984849

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_3SN Sorotipol3SN

https:/htmleditor kwebpia net/?state=%7B"1ds": %5B" 1en3x6 YmX8CEeyBrqWk3XrBhz2TKt6532"%5D, "action" "open" "userld": " 11 7102444360306258486. ..

Sorotipol3SN
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FIM3_3SN False

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

25
46,30%

92.,59%
2
12,50%
7.41%
27
38.57%

100,00%

Editor de HTML para Google Drive

True Total
29 54

53,70% 100,00%

6744% 77,14%
14 16

87,50% 100,00%
3256% 22.86%
43 70
61.43% 100,00%
100,00% 100,00%
Single Table Analysis
Point
Estimate
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 60345
Odds Ratio (MLE) 59024
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 37037
Risk Difference (RD%) 33,7963

Lower

1,2489
1,3587
1,1768

0.9816
12,8324

95% Confidence Interval

Upper

29,1576 (T)
41,6076 (M)
58,5151 (F)

139740 (1)
54,7602 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square 1-tailed p
Chi-square - uncorrected 59500

Chi-square - Mantel-Haenszel 58650

Chi-square - corrected (Yates) 46091

Mid-p exact 0,0073029899
Fisher exact

TABLES FIM3_3SN Sorotipol4SN

FIM3_3SN False

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=% 7B "1ds": %5B" Len3x6 Ym X 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "117102444360306258486...

Sorotipo14SN
True Total
52 2 54
96.30%  3,70% 100,00%
76 47% 100,00% 77.14%
16 0 16
100,00% 0,00% 100,00%
2353% 0,00% 22386%

2-tailed p

00147171929
00154447623
00318022884

0,0128493645 0,0188822130

221
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TOTAL
Row%
Col%

Editor de HTML para Goagle Drive
68 2 70
97,14% 2,86% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,0000 Undefined Undefined (T)
Odds Ratio (MLE) 0,0000 0,0000 11,8769 (M)
0,0000 18,2640 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,9630 09139 10147 (1)
Risk Difference (RD%) -3,7037 -8,7408 13334 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,6100 0,4347796073
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,6013 0,4380797083
Chi-square - corrected (Yates) 0,0000 1,0000000000
Mid-p exact 0,2962732919

Fisher exact 0,5925465839 1,0000000000

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_3SN Sorotipo123SN

FIM3_3SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=% 7B "1ds": %5B" Len3x6 Ym X 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "117102444360306258486...

Sorotipol23SN
False True Total
48 6 54

88,.89% 11,11% 100,00%
76,19% 85,71% 77,14%

15 1 16
9375% 6.25% 100,00%
2381% 1429% 22386%

63 7 70
90,00% 10,00% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
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Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,5333 0,0594 47893 (1)
0dds Ratio (MLE) 0,5375 0,0217 40371 (M)
0,0109 50088 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,9481 0,8097 11102 (1)
Risk Difference (RD%) -4,8611 -19,3851 96629 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncorrected 0,3241 0,5691695011
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,3194 0,5719417050
Chi-square - comrected (Yates) 0,0090 0,9244107988
Mid-p exact 0.,3200917350

Fisher exact 04924488231 1,0000000000

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN Sorotipo12SN

FIM3_1SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

Sorotipo12SN
False True Total
43 16 59

72.88% 27,12% 100,00%
82,69% 88.89% 8429%

9 2 11
81,82% 18,18% 100,00%
1731% 11,11% 1571%

52 18 70
74.29% 2571% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,5972 0,1163 30670 (T)
0dds Ratio (MLE) 0,6012 0,0809 28693 (M)

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=%7B "1ds": %5B" len3x6 YmX 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 16532 " %5D,"action": "open" "userld": "117102444360306258486...  4/21



25/09/2023, 19:08

TABLES FIM3_1SN Sorotipo13SN

FIM3_1SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=% 7B "1ds": %5B" Len3x6 Ym X 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "117102444360306258486...

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%)

Editor de HTML para Google Drive

0,8908
-8,9368

0,0573

0,6474
-34,3969

33819 (r)

12256 (1)
16,5232 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data.

STATISTICAL TESTS

Chi-square - uncormrected

Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - comrected (Yates)

Mid-p exact

Fisher exact

Use exact confidence limits.

Chi-square  1-tailed p
0,3876
0,3821
0,0610
02895836129

2-tailed p

0,5335402266
0,5364779737
0,8049875992

04196527937 0,7162126964

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

Sorotipol3SN

False
24
40.,68%
88.,89%
3
2727%
11,11%
27
38.57%
100,00%

PARAMETERS: Odds-based

True
35
5932%
81,40%
8
72,73%
18,60%
43
61.43%
100,00%

Total
59
100,00%
84.29%
11
100,00%
15,71%
70
100,00%
100,00%

Odds Ratio (cross product)

Odds Ratio (MLE)

PARAMETERS: Risk-based

Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%)

Single Table Analysis

Point
Estimate

1.8286

1,8137

14915
13,4052

95% Confidence Interval

Lower

0.4398
0.4460
0,3839

05416
-15.7465

Upper

76028 (T)
92055 (M)
11,6898 (F)

41076 (1)
425569 (T)

521
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(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data.

STATISTICAL TESTS
Chi-square - uncormrected
Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - corrected (Yates)
Mid-p exact

Fisher exact

Use exact confidence limits.

Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
0,7032 0,4017209561
0,6931 0,4051039601
0,2512 0,6162280654
0,2160654190

03140738993 0,5111937415

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN Sorotipol4SN

Sorotipol14SN

FIM3_1SN False  True Total

False 57 2 59
Row% 96,61% 3.39% 100,00%
Col% 83,82% 100,00% 84,29%
True 11 0 11
Row% 100,00% 0,00% 100,00%
Col% 16,18% 0.00% 15.71%
TOTAL 68 2 70
Row% 97.14% 2.86% 100,00%
Col% 100,00% 100,00% 100,00%

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product)
Odds Ratio (MLE)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%)

Single Table Analysis

Point
Estimate

0,0000

0,0000

09661
-3,3898

95% Confidence Interval

Lower Upper
Undefined Undefined (T)
0.0000 19,1176 (M)
0,0000 294280 (F)
09210 10134 (1)
-8.0076 12279 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=% 7B "1ds": %5B" Len3x6 Ym X 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "117102444360306258486...
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STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,3838 0,5355507710
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,3784 0,5384796129
Chi-square - comrected (Yates) 0,0000 1,0000000000
Mid-p exact 0,3542443064

Fisher exact 0,7084886128 1,0000000000

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN Sorotipo123SN

FIM3_1SN
False
Row%
Col%

Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

https://htmleditor kwebpia.net/ ?state=% 7B "1ds": %5B" Len3x6 Ym X 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "117102444360306258486...

Sorotipo123SN
False True Total
53 6 59

89.83% 10.,17% 100,00%
84,13% 85,71% 8429%

10 1 11
9091% 9,09% 100,00%
1587% 1429% 1571%

63 7 70
90,00% 10,00% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,8833 0,0957 8,1517 (1)
0Odds Ratio (MLE) 0,8848 0,0348 69204 (M)
0,0175 86557 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,9881 0,8045 12138 (1)
Risk Difference (RD%) -1,0786 -19,7362 17,5790 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,0120 0,9128276563
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,0118 0,9134500901
Chi-square - comrected (Yates) 0,0000 1,0000000000
Mid-p exact 04913062840
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Fisher exact
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0.,6980307860 1,0000000000

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.
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Sorotipo123SN
Sorotipol2SN
Sorotipo13SN
Sorotipol4SN
ALELO FIM-3
ALELO PTX
ANO

CAIXAS

CATEG IDADEI1
CATEG IDADE2
CODIGO UNB
ESTOQUE
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Value Format/Value

S‘I;:lcu':' Table
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard = Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined
Standard  Defined

DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
DataSource Planl$
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SexoMasculinoSN
FIM3_1SN False True Total
False 36 23 59
Row% 61,02% 3898% 100,00%
Col% 78,26% 9583% 84.29%
True 10 1 11
Row% 9091% 9,09% 100,00%
Col% 21,74% 417% 1571%
TOTAL 46 24 70
Row% 65.71% 3429% 100,00%
Col% 100,00% 10000% 100,00%

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product)
Odds Ratio (MLE)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%)

STATISTICAL TESTS

Chi-square - uncormrected

Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - cormrected (Yates)

Editor de HTML para Google Drive

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
0,1565 0,0188 13056 (T)
0,1597 0,0069 10474 (m)
0,0035 12590 (F)
0,6712 0,5090 08851 (1)
-29,8921 -50.9516 -8.3327 (1)
(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)
Sparse data. Use exact confidence limits.
Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
3,6770 0,0551696823
3,6244 0,0569373402
24699 0,1160456653
00287714923

Mid-p exact
Fisher exact

00513776649 0,0833066986

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN PicoEpidemiaAno2014SN

PicoEpidemiaAno2014SN
FIM3_1SN False True
False 26 33
Row% 44 07%
Col% 89.66% 80,49%
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55.93% 100.00%
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True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

Editor de HTML para Google Drive

3 8 11
2727% 72,73% 100,00%
10,34% 1951% 15,71%

29 41 70

41.43% 58,57% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 2,1010 0,5063 87182 (1)
0Odds Ratio (MLE) 2,0800 0,5129 10,5394 (m)
0,4417 133812 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 16158 0,5903 44229 (1)
Risk Difference (RD%) 16,7951 -124143 46 0045 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 1,0778 0,2991978521
Chi-square - Mantel-Haenszel 1,0624 0,3026754112
Chi-square - corrected (Yates) 0,4967 0,4809331242
Mid-p exact 0,1628942112

Fisher exact 02435685739 0,3419502966

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN FaixaEtarial.actenteSN

FIM3_1SN

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
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FaixaEtariaLactenteSN

False True Total
16 43 59
27,12% 72.88% 100,00%
72,73% 89.58% 84,29%
6 5 11
54,55% 45 45% 100,00%
27.27% 1042% 15,71%
22 48 70
3143% 68,57% 100,00%
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Col%

Editor de HTML para Google Drive

100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,3101 0,0830 1,1588 (T)
0dds Ratio (MLE) 0,3160 00783 12272 (m)
0,0660 14344 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 04972 02512 09840 (T)
Risk Difference (RD%) 274268 -58,9635 41099 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p

Chi-square - uncormrected
Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - corrected (Yates)
Mid-p exact

Fisher exact

At least one cell has expected size

TABLES FIM3_1SN FaixaEtariaRN_SN

FaixaEtariaRN_SN

FIM3_1SN False True Total

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

https://htmleditor kwebpia.net/ state=% 7B "1ds": % 5B" Len3x6 YmX 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "11710244436030625848. ..

53 6 59
89.83% 10,17% 100,00%
86,89% 6667% 8429%

8 3 11
72,13%  2727% 100,00%
13,11% 3333% 1571%

61 9 70
87.14% 12.86% 100,00%
100,00% 100.00% 100,00%

3,2362 0,0720294592

3,1899 0,0740934083

20886 0,1483991028
00476874263

00772090105 0,0876511737

<5. Chi-square may not be a valid test.

Single Table Analysis

Point 95% Confidence Interval

1121
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Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 3,3125 0,6873 159656 (T)
Odds Ratio (MLE) 3,2383 0,5636 16,0252 (M)
04379 193953 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 1,2352 0,8515 17917 (1)
Risk Difference (RD%) 17,1032 -10,3227 44 5292 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncorrected 24206 0,1197473835
Chi-square - Mantel-Haenszel 2.,3860 0,1224232718
Chi-square - comrected (Yates) 1,1348 0,2867599844
Mid-p exact 00860357864

Fisher exact 0,1431946349 0,1431946349

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_1SN FaixaEtariaMaior2anosSN

FIM3_1SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

FaixaEtariaMaior2anosSN
False True Total

51 8 59
86 44% 13,56% 100,00%
86.44% 72,73% 8429%

8 3 11
72.73% 27,27% 100,00%
13 56% 2727% 15,71%

59 11 70
84 .29% 15,71% 100,00%

100.,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 2,3906 0,5219 109515 (r)
Odds Ratio (MLE) 2,3548 04274 10,8479 (m)

03335 129226 (F)
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PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%)

(T=Taylor series; C=

Sparse data.

STATISTICAL TESTS
Chi-square - uncomrected
Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - corrected (Yates)
Mid-p exact

Fisher exact

118
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1,1886
13,7134

08163
-14,0177

1,7306 (T)
414445 (T)

Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Use exact confidence limits.

Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
13164 0,2512387326
1,2976 0,2546526931
04846 0,4863396588

0,1473331854
02318778600 0,3612180142

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_3SN SexoMasculinoSN

SexoMasculinoSN
FIM3_3SN False True Total
False 37 17 54
Row% 68,52% 3148% 100,00%
Col% 8043% 7083% 77.14%
True 9 7 16
Row% 56,25% 43.75% 100,00%
Col% 1957% 2917% 22.86%
TOTAL 46 24 70
Row% 65,71% 3429% 100,00%
Col% 100,00% 10000% 100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 1,6928 0,5400 53066 (T)
Odds Ratio (MLE) 16795 0,5129 53907 (M)
04503 6,0943 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 12181 0,7625  1,9459 (T)
Risk Difference (RD%) 12 2685 -15,0138 39,5509 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)
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Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS
Chi-square - uncorrected
Chi-square - Mantel-Haenszel
Chi-square - corrected (Yates)

Mid-p exact

Fisher exact

Chi-square 1-tailed p
038246
08128
03699
0,1914527610
0.,2683266743

TABLES FIM3_3SN PicoEpidemiaAno2014SN

PicoEpidemiaAno2014SN
FIM3_3SN False True
False 15 39
Row% 27.,78% 72.22%
Col% 51,72% 95.12%
True 14 2
Row% 87.50% 12,50%
Col% 48,28% 4.88%
TOTAL 29 41
Row% 41.43% 58.57%
Col% 100,00% 100,00%

PARAMETERS: Odds-based

Odds Ratio (cross product)

Odds Ratio (MLE)

PARAMETERS: Risk-based

Risk Ratio (RR)

Risk Difference (RD%)

2-tailed p

03638477024
0,3672968611
05430366828

03834250341

Total
54
100,00%
77.14%
16
100,00%
22.86%
70
100,00%
100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
00549 0,0111 02713 (1)
00576 0,0080 0,2547 (m)
0,0057 0,2949 (F)
03175 0,1988 0,5071 (1)
-59.7222 79,8550 -39,5894 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS
Chi-square - uncorrected
Chi-square - Mantel-Haenszel

Chi-square - corrected (Yates)

https://htmleditor kwebpia.net/ state=% 7B "1ds": % 5B" Len3x6 YmX 8CEeyBrqWk3XrBhz2TK 6532 " %5D,"action": "open","userld": "11710244436030625848. ..

Chi-square 1-tailed p
18,1427
17 8835
157649

2-tailed p

0,0000204954
00000234847
00000717189
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Mid-p exact
Fisher exact
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0,0000141313
0,0000269530 0,0000269530

TABLES FIM3_3SN FaixaEtarial.actenteSN

FIM3_3SN
False
Row%
Col%

True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

FaixaEtariaLactenteSN
False True
20 34
37,04% 62 .96%
90.91% 70,83%
2) 14
12,50% 87.,50%
9.09% 29.17%
22 48
3143% 68.,57%
100,00% 100,00%

Total
54
100,00%
77.14%
16
100,00%
22.86%
70
100,00%
100,00%

Single Table Analysis

Point 95% Confidence Interval

Estimate
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 41176
0dds Ratio (MLE) 40481
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 29630
Risk Difference (RD%) 24 5370

STATISTICAL TESTS

Lower

0.8471
0,9227
0,7974

0,7741
3.8366

Upper

20,0155 (1)
28,6894 (M)
40,3655 (F)

11,3412 (1)
45,2374 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

Chi-square - uncorrected 34482
Chi-square - Mantel-Haenszel 33989
Chi-square - corrected (Yates) 24036
Mid-p exact
Fisher exact

0,0330692058

Chi-square 1-tailed p

2-tailed p

00633207988
00652384371
0,1210543621

0,0555313078 00740397531

TABLES FIM3_3SN FaixaEtariaRN_SN
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FIM3_3SN False

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%

Editor de HTML para Google Drive

FaixaEtariaRN_SN

True Total
46 8 54
85,19% 14 81% 100,00%
7541% 8889% 77.14%
15 1 16
93.,75% 6.25% 100,00%
2459% 11,11% 22.86%
61 9 70
87.14% 1286% 100,00%
100,00% 10000% 100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,3833 0,0443 33207 (1)
Odds Ratio (MLE) 0,3876 00161 27184 (m)
0,0081 33171 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,9086 0,7678 10754 (1)
Risk Difference (RD%) -8,5648 -23,7458 66162 (T)
(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)
Sparse data. Use exact confidence limits.
STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,8081 0,3686769128
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,7966 0,3721194912
Chi-square - cormrected (Yates) 0,2245 0,6356615751
Mid-p exact 02097635309

Fisher exact

0.,3377548379 0,6732136842

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.

TABLES FIM3_3SN FaixaEtariaMaior2anosSN

FIM3_3SN

False
Row%
Col%
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FaixaEtariaMaior2anosSN
False True Total
44 10 54
8148% 18,52% 100,00%
74 58% 9091% 77,14%
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True 15 1 16
Row% 93,75% 6.25% 100,00%
Col% 2542% 9.09% 2286%
TOTAL 59 11 70
Row% 84 29% 15,71% 100,00%
Col% 100.00% 100,00% 100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,2933 0,0346 24871 (T)
Odds Ratio (MLE) 0,2973 0,0126 20045 (M)
0,0063 24234 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,8691 0,7264 10399 (1)
Risk Difference (RD%) -12,2685 -28,0175 34804 (T)
(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)
Sparse data. Use exact confidence limits.
STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 14027 0,2362792905
Chi-square - Mantel-Haenszel 1,3826 0,2396556148
Chi-square - corrected (Yates) 0,6293 04276129574
Mid-p exact 0,1327122978
Fisher exact 02211871631 04358124536
At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.
~

TABLES FIM3_24SN SexoMasculinoSN

SexoMasculinoSN

FIM3_24SN False True Total

False 19 8 27
Row% 7037% 29,63% 10000%
Col% 4130% 3333% 3857%
True 27 16 43
Row% 62,79% 37,21% 100,00%
Col% 58,70% 66,67% 6143%
TOTAL 46 24 70
Row% 65,71% 34,29% 10000%
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Col% 100,00% 100,00% 100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 14074 0,5015 39496 (1)
0dds Ratio (MLE) 14006 04980  4,1059 (M)
04514 45972 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 1,1207 0,8009 15682 (T)
Risk Difference (RD%) 75797 -14,9014 30,0607 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

STATISTICAL TESTS Chi-square 1-tailed p
Chi-square - uncorrected 04229

Chi-square - Mantel-Haenszel 04169

Chi-square - corrected (Yates) 0,1534

Mid-p exact 0,2660371337
Fisher exact 0,3499352604

TABLES FIM3_24SN PicoEpidemiaAno2014SN

PicoEpidemiaAno2014SN
FIM3_24SN False True Total
False 17 10 27
Row% 62.96% 37.04% 100,00%
Col% 58,62% 2439% 3857%
True 12 31 43
Row% 2791% 72,09% 100,00%
Col% 41,38% 7561% 6143%
TOTAL 29 41 70
Row% 41.43% 58.57% 100,00%
Col% 100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis

2-tailed p

05154817354
0,5184969811
0,6952994366

0,6091183061

Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 43917 1,5730
Odds Ratio (MLE) 42899 1,5458
14057
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Upper

12,2613 (1)
12,4760 (M)
139461 (F)
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PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR)
Risk Difference (RD%) 35,0560

272562

1,2877
12,4388

39530 (T)
57,6732 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

STATISTICAL TESTS Chi-square 1-tailed p
Chi-square - uncorrected 83999

Chi-square - Mantel-Haenszel 82799

Chi-square - corrected (Yates) 70173

Mid-p exact 0,0023818852
Fisher exact

TABLES FIM3_24SN FaixaEtarial.actenteSN

FIM3_24SN
False

Row%
Col%

True

Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%
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2-tailed p

00037524698
0,0040086866
00080726013

0,0039794993 00058716263

FaixaEtariaLactenteSN
False True Total
8 19 27
29.63% 70,37% 100,00%
36,36% 3958% 38,57%
14 29 43
32,56% 67.44% 100,00%
63,64% 6042% 6143%
22 48 70
3143% 68,57% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00%
Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval
Estimate Lower Upper
PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 08722 03071 24767 (1)
Odds Ratio (MLE) 028739 02952 24969 (M)
02633  2,7632 (F)
PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 09101 04416 18756 (r)
Risk Difference (RD%) -29285 -25,1284 192714 (1)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

STATISTICAL TESTS

Chi-square - uncorrected 00660
Chi-square - Mantel-Haenszel 00651

Chi-square 1-tailed p

2-tailed p
0,7972487718
0,7986708438
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Chi-square - corrected (Yates) 0,0000 1,0000000000
Mid-p exact 0,4047292965
Fisher exact 0,5060755023 1,0000000000

TABLES FIM3_24SN FaixaEtariaRN_SN

FaixaEtariaRN_SN

FIM3_24SN False True Total

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%
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23 4 27
85,19% 14,81% 100,00%
37,710% 4444% 38,57%

38 5 43
88,37% 11,63% 100,00%
6230% 5556% 6143%

61 9 70
87,14% 12,86% 100.00%
100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 0,7566 0,1841 3,1085 (1)
0dds Ratio (MLE) 0,7597 0,1749 34758 (M)
0,1465 42385 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 0,9639 0.7963 1,1669 (1)
Risk Difference (RD%) -3,1869 -19,6600 132862 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,1503 0,6982032603
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,1482 0,7002615468
Chi-square - comrected (Yates) 0,0004 0,9832781240
Mid-p exact 03531222711

Fisher exact 04830060039 0,7258010084

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.
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TABLES FIM3_24SN FaixaEtariaMaior2anosSN

FIM3_24SN

False
Row%
Col%
True
Row%
Col%
TOTAL
Row%
Col%
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FaixaEtariaMaior2anosSN

False True Total
23 4 27
85,19% 14,81% 100,00%
38.98% 36,36% 38,57%
36 7 43
83,72% 16,28% 100,00%
61,02% 63.64% 6143%
59 11 70
84.29% 15,71% 100,00%

100,00% 100,00% 100,00%

Single Table Analysis
Point 95% Confidence Interval

Estimate Lower Upper

PARAMETERS: Odds-based
Odds Ratio (cross product) 1,1181 0,2941 42497 (1)
0dds Ratio (MLE) 1,1163 0,2898 47886 (M)
0,2497 5,7992 (F)

PARAMETERS: Risk-based
Risk Ratio (RR) 10175 0,8287 12493 (1)
Risk Difference (RD%) 14643 -15,8943 18,8228 (T)

(T=Taylor series; C=Cornfield; M=Mid-P; F=Fisher Exact)

Sparse data. Use exact confidence limits.

STATISTICAL TESTS Chi-square  1-tailed p 2-tailed p
Chi-square - uncormrected 0,0268 0,8698453569
Chi-square - Mantel-Haenszel 0,0265 0,8707701457
Chi-square - corrected (Yates) 0,0000 1,0000000000
Mid-p exact 04447518730

Fisher exact 0,5754298468 1,0000000000

At least one cell has expected size <5. Chi-square may not be a valid test.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Whopping cough (or Pertussis) is an acute infectious respiratory disease caused by Bordetella pertussis bacteria.
Bordetella pertussis The disease is highly transmissible and can be fatal in children under two years old. Since the introduction of
Permmis vaccine immunization in 1940, Pertussis incidence decreased worldwide. In Brazil, the immunization was
‘3’&1:::{1‘3 cough introduced in 1977 using the whole cell (wP) vaccine. Despite the high vaccination coverage, an unexpected
Antigen selection increase in the number of observed Pertussis cases was cbserved in 2012. In this year, 2257 cases were reported
fm3 exceeding the average incidence rate of <1000 cases per year until 2010. This outbreak reached a peak level in

pheP 2014 and ended in 2018 according to the Brazilian National Surveillance System (SINAN). To understand the
relationship between the cutbreak and the vaccination, bacterial isolates (n = 136) from the Brazilian Midwest
region obtained during the outbreak were submitted to genotyping of two vaccine loci: pixP and fim3. Most of
isolates (102) were obtained from nusing children (29 days to 2 years old). Genotyping of 94 isolates revealed
that fim3-24/ptxP-3 was the most prevalent genotype (68%) associated with the outbreak peak. Two additional
genotypes were also observed: fim3-1/ptxP-3 (15%) and fim3-3/ptxP-3 (17%). Conversely, the fim3-1/ptxP-2
genotype, which is harbored by the strain used in the wP vaccine (Bpl37), was not observed. These results
showed that B. pertussis circulating strains in the outbreak analyzed were different from the strain used for
Pertussis immunization in Brazil. These observations provide insights that could be used to target vaccination
programs to prevent future wheooping cough outbreaks in Brazil.

Vaccine

1. Introduction

Whooping cough or Pertussis is an acute respiratory infectious dis-
ease caused by the fastidious Gram-negative bacteria Bortedella pertussis
(Nguven and Simon, 2018). Pertussis is extremely contagious and can
cause coughing, vomiting leading to exhaustion and death among 0-2-
year-old children (Nguyen and Simon, 2018). The bacterial pathogen-
esis consists of strong attachment to ciliated respiratory cells promoted
by FHA (filamentous haemagglutinin), fimbrial proteins (FIM), PRN
(pertactin) and BrkA (outer membrane protein). Toxins (Pertussis toxin-

PT, adenylate cyclase toxin- ACT, endotoxin) can produce systemic ef-
fects by interfering with the immune system as complement inhibition,
phagocytes, and T- and B-cells responses (Decker and Edwards, 2021).

Since the immunization introduction, in 1940, the incidence and the
mortality due to Pertussis decreased annually worldwide (Esposito and
Prineipi, 2018). In Brazil, the immunization was introduced in 1977 by
whole cell vaccine (wP). Currently, three primary doses are adminis-
tered at ages 2, 4 and 6 months and two booster doses are recommended
at 15 months and 4 years. The acellular vaccine (aP) is only recom-
mended to pregnant women and to children with severe risks of adverse
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reactions to wP vaccination (Rocha et al., 2017).

In Brazil, Pertussis incidence has been decreasing since 1977, when
National vaceination programs were implemented. The lowest number
of reports were observed in 2010 with 0.32 cases/100.000 people
(Brazilian Surveillance System /SINAN — Sistema National de Notificagao
de Agravos - https://portalsinan.saude.gov.br/). However, a sudden in-
crease in Pertussis cases was observed in 2011, when 2070 cases were
reported, rising to 8447 confirmed countrywide cases in 2014. At the
Distrito Federal (located in Brazilian Midwest), the number of confirmed
cases increased in 2012, reaching a peak level in 2014 with 301
confirmed cases. From 2018, the incidence started to decrease, and 89
cases were confirmed. In 2022, only two Pertussis cases were notified by
the National Surveillance System. This outbreak was surprising,
considering Brazil has high levels of vaccination coverage against
Pertussis (Guimaraes et al., 2015). The Brazilian Midwest, particularly,
is ineluded among the geographic regions presenting the highest im-
munization coverage, with over than 95% (Guimaraes et al., 2015).

The previous characterization of the B. pertussis isolates obtained
from Distrito Federal (DF- Federal District of Brazil) between 2012 and
2014 showed the prevalence of one genomic restriction profile sug-
gesting the association of a specific sttain to the outbreak (Rocha et al.,
2017). To verify whether this genomic profile was associated to the
genetic selection driven by the vaccine immunization, we compared the
sequences of two Pertussis vaccine loci (fim3 - which mediates the
nasopharynx colonization; and ptxP - which is associated with PT
expression) from the outbreak isolates with those sequences harbored by
the vaceinal strain (Alamatsu et al., 2015; GeneBank access number
CP_010323). For this purpose, we analyzed the isolates obtained from
2012 to 2018 with the intention to identify the fim3,/ptxP allelic profile
presented by the strains isolated from the beginning, the peak and from
the end of the outbreak.

2. Material and methods
2.1. Bacterial isolates

Bordetella pertussis isolates from the Central Public Health Laboratory
of Federal District (LACEN/DF) surveillance collection from August
2012 to August 2018 were analyzed. All the isolates were obtained from
nasopharyngeal swabs from patients presenting whooping cough signs.
The isolates obtained from swabs were cultured in Regan-Lowe (Oxoid,
UK) plates supplemented with 10% sheep blood and cephalexin (40 pg/
mL- Sigma Aldrich-USA) at 35-37 “C up to 10 days. Suggestive
B. pertussis colonies were submitted to identification on the VITEK-MS
(bioMerieux, FR). Associated patient data (i.e. sex, age, ete.) were also
used in this study (Supplementary material).

2.2. fim3 and ptxP genotype

Among the 136 isolates analyzed (obtained from 136 nasopharynx
swabs), 94 were submitted fim3 and ptxP genotyping. The 42 remaining
isolates were not genotyped due to difficulties of their recovery fromthe
bacterial stock. Bacterial suspensions obtained from each isolate previ-
ously cultured in Regan-Lowe (Oxoid, UK) at 37 °C were used for DNA
extraction with the Wizard Genomic DNA purification kit (Promega,
USA). A total of 40 ng of DNA was used for PCR amplification of fim3 and
ptxP fragments as described by Bowden et al. (2016). Amplicons were
purified with the ReliaPrep DNA clean-up system (Promega, USA) and
submitted to Sanger sequencing in both directions with an ABI3130
(Applied Biosystems, USA) instrument. Obtained electropherograms
were processed to generate FASTA sequences for each isolate and gene
typing was perfomed by using the BIGSdb-Pasteur platform (https://bigs
db.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl? db=pubmlst_bordetella
_seqdef).

Infection, Genetics and Evolution 121 (2024) 105599
2.3. Epidemiological data and statistics analysis

Pertussis epidemiological data in Brazil from the Brazilian surveil-
lance system (SINAN — Sistema National de Notificagao de Agravos - http
s://portalsinan.saude. gov.br /) and from the World Health Organization
(WHO - https: //www.who.int/health-topics/pertussis#tab=tab_1) were
used. All data were analyzed with the Epilnfo 7.2.5 software (Epi-Info
-CDC, 2022). Shapiro-Wilk test (alpha level 0.05) were used to deter-
mine if the sample is normally distributed. t-Student and ANOVA anal-
ysis were performed with continuous and discrete variables. Qui-square
tests were used to categorize the variables. < 0.05 values were consid-

ered significant.
3. Results and discussion
3.1. Epidemiological data and bacterial isolates

Pertussis cases in Brazil are confirmed on the bases of clinical,
epidemiological criteria in association with laboratory diagnostic tests.
Clinical criteria are based on symptoms, blood cell counts where leu-
cocytes are >20,000/pL and lymphocytes are>10,000/pL (Guimaraes
et al, 2015). The epidemiological criteria are based on laboratory
testing of nasopharynx swabs. Nasopharynx secretion samples are dis-
patched to the Central Laboratories of Public Health (LACENSs) for
diagnosis by bacterial culture or by PCR detection.

No significant differences were observed between the number of
isolates analyzed and the number of cases notified by the National
Surveillance System (SINAN) by laboratorial eriteria (Fig. 1). Most of the
isolates were obtained among 2013-2014, corresponding to the peal of
the outbreak. Among the isolates, 14 were obtained from newborns
(0-28 days old), 102 were originated from nursling children (29 days to
2 years old), 8 from 2 to 10 years old children, 1 from a teenager and 9
from adults (over 18 years old). Patient information was not available
for two isolates. No differences were observed between the number of
strains isolated from female or male patients.

Most of the isolates were obtained from nursing patients showing
that this age group was the most affected. Since 2014, this epidemio-
logical profile was considered to recommend the acellular vaccine (aP)
to pregnant women in Brazil (Guimaraes et al., 2015). Our findings
indicate that this immunization approach is effective in preventing
Pertussis infections, as a decrease on the confirmed number of cases can
be observed from 2018 onwards (Fig. 1).

3.2. fim3/ptxP genotyping

Fim2 and Fim3 fimbria are protective antigens important to estab-
lishing Pertussis immunity (Gorringe and Vaughan, 2014). Their ant-
genicity is useful to strains serotyping, making it one of the most used
surveillanee tools (Gorringe and Vaughan, 201 4). These fimbriae are not
exclusively linked to the bacterial serotype but also are associated to
specific biological characteristic. Fim3 fimbriae are associated with
more PT toxin production, autoagglutination and with IL-2 and IL-6 host
cytokines production (Matczak et al., 2023; Otsuka et al., 2023). Fim3 is
encoded by the fim3 gene, which is classified as a vaccine locus with 45
described alleles (BIGSdb- Pasteur platform).

The current survey observed alleles fim3-1 (detected in 14 isolates),
fim3-3 (identified in 16 isolates) and fim3-24 (observed in 64 isolates).
Among the isolates, fim3-24 was the most observed presenting a positive
association to the peak of the outbreak (Fig. 2; Table 1). These findings
can suggest that fim3-24 provided advantages to the bacteria to colonize
nursing babies’ nasopharynx. Alternatively, the high prevalence of
fim3-24 could be promoted by vaccine driven selection, as BP137
(strains used in wP) harbor fim3-1 allele (Akamatsu et al., 2015). The
fim3-1 and fim3-3 alleles have been reported worldwide, starting in
strains isolated from 1950s up to cumrent days (Bart et al., 2014a; Fu
et al., 2019); Lefrancq et al., 2022; Mosiej et al., 2015; Shina et al., 2002;
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LACEN/DF

Year | Number of isolates @
LACEN/DF = SINAN
2012 17 21
2013 30 30 2
2014 76 81
2015 7 9 ® o
2016 3 4
2017 1 4
2018 2 6
2019 0 3
2020 0 1
2021 0 0
2022 0 0
Total 136 159
M 12.36 14.45
SD 23712 24.00
M: Mean; SD: Standard deviation; t-
Student p= 0.61

012

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Fig. 1. Bordella pertussis isolates analyzed. The isolates were obtained from Distrito Federal -Central Laboratory of Public Health (LACEN/DF) (Brazilian Midwest).
No significant differences were observed between the number of isclates and those presented by the National Surveillance System (SINAN). Y axis: number of isolates;

X axis year of bacterial isolation.

o A
B wotTTveED
60 + W FIM324
- B FiM3a
k] W Fim31
=
E n=136

80 B
B ot TrRED

80 4 B PTX3
n=136

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

year

Fig. 2. fim3 and ptxP genotyping of Bordetella pertussis isolates from 2012 to 2018 in the Brazilian Midwest (Distrito Federal — Federal District). Forty-two isolates

were not typed due to bacterial recovery difficulties.

Zhang et al., 2022). Conversely, fim3-24 is a very uncommeon allele in
B. pertussis in the American continent (Bowden et al., 2016), and not
observed in other countries with wP vacecine (Alai et al., 2020; Zawadka
et al., 2014). The high prevalence of fim3-24 in the sample analyzed
may be associated with the vaceine strain and/or to the circulating
strains in Brazil. Further studies should be done to better characterize
this hypothesis.

The ptxP locus corresponds to the promotor of ptx, the PT gene
encoding (Locht and Keith, 1986). All isolates analyzed harbored ptxP-3.
This allele is different to ptxP-1, those contained in the Brazilian vaccine
strain (Akamatsu et al, 2015). High ptxP-3 prevalence has been

described among B. pertussis worldwide and has been shown to be
associated with the increased PT produetion (Lam et al., 2014). The
allele was first associated to the B. pertussis global spreading potential
and to immune evasion ability driven by vaccine selection (Lam et al.,
2012).

In Norway, this allele was predominant among strains isolated from
1996 to 2019 (Brandal et al., 2022). In Tunisa (Ben Fraj et al., 2019),
China (Wu et al., 2021) and Iran (Shahcheraghi et al., 2020) ptxP-3 has
been detected in high prevalence. In Sweden, ptxP-3 was associated to
new successful B. pertussis variant that appeared in 1997 (Advani et al.,
2011). In South Italy, it was associated to the Pertussis resurgence

129



V.G. de Paula et al.

Table 1
Association between fim3/ptxP genotypes and epidemiologic variables (patient
sex and age, outbreak peak).

fim3/ pxP Epidemiological ~ OR  CI95% Qui- Association
genotype variable squarep-  Type
value
fim3-1/ Patient sex 0.15 0.01-1.04 0.05516 Borderline
ptxP-3 (male)
fim3-1/ Outbreak peak 2.10 0.50-8.71 0.29919 -
ptxP-3
fim3-1/ Patient age: 0.31 0.08-1.15 0.07202 -
ptxP-3 nursling
fim3-1/ Patient age: 3.31 0.68-1596  0.11974 -
pbeP-3 newborn
fim3-1/ Patient age > 2 239 0.52-1095 0.25123 -
ptxP-3 years
fim3-3/ Patient sex 1.69  0.54-5.30 0.36384 -
pbeP-3 (male)
fim3-3/ Outbreak peak 0.05 0.01-0.27 000002 Negative
ptxP-3
fim3-3/ Patient age: 4.04 0.92-28.01 0.06332 Borderline
ptxP-3 nursling
fim3-3/ Patient age: 0.38 0.04-3.32 0.36867 -
ptxP-3 newborn
fim3-3/ Patient age > 2 0.29 0.03-2.48 0.23627 -
ptxP-3 vears
fim3-24/ Patient sex 1.40  0.50-3.94 0.51548 -
ptxP-3 (male)
fim3-24/ Outbreak peak 4.39 1.57-12.26  0.00375 Positive
ptxP-3
fim3-24/ Patient age: 0.87 0.30-2.47 0.79724 -
ptxP-3 nursling
fim3-24/ Patient age: 075 0.18-3.10 0.69820 -
pbeP-3 newborn
fim3-24/ Patient age > 2 111 0.29-4.24 0.86984 -
ptxP-3 years

" 2014 year. OR = Odds ratio; CI = Confidence Intervale.

(Loconsole et al., 2018), and in Japan the allele was observed in severe
Pertussis cases in pediatric patients (Imamura et al., 2020). Genomic
analysis of 6540 isolates showed that ptxP-3 strains constitute the most
frequent MGT (multi-level genome type) observed worldwide
comprising isolates from America, Europe and Asia (Payne et al., 2023).

All these studies suggest that ptxP-3 is associated with high dissem-
ination B. pertussis strains and may be related to Pertussis resurgence
worldwide after the introduction of vaccination. Further characteriza-
tion of ptxP allele in isolates obtained before 2014 can clarify whether
ptxP-3 was also associated to Pertussis resurgence in Brazil. Studies
suggested that the use of aP (the acellular vaccine) has acted on
B. pertussis evolution by providing selection pressures from vaccine
induced immunity (Barkoff et al., 2019; Bart et al., 2014; Lam et al.,
2014; Lefrancq et al., 2022). Our findings suggest that this selection may
be also driven by the wP vaccine, as all isolates presented vaccine locus
genotypes different from the bacteria used for producing the wP vaccine.
The presence of ptxP-3 in all isolates may be a concern for preventing
future outbrealks, as this allele.

4. Conclusion

Our study showed that Pertussis outbreak in Brazilian Midwest was
caused mainly by B. pertussis strains presenting fim3-24/ptxP-3, a ge-
notype different from the vaccine strain Bp137. These observations
suggest that these strains were able to colonizes and cause whooping
cough symptoms despite the vaccine immunization. Vaccine updates
including several B. pertussis genotypes can be an alternative to prevent
futures Pertussis outbreaks.
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