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_Introdugéo

A tosse convulsa é uma doenca infeciosa do trato respiratério, cujo
agente etioldgico é Bordetella pertussis, afetando com um maior
grau de gravidade os lactentes e criancas jovens. Esta doenca
persiste a nivel mundial e constitui um problema global de grande
importancia em Saude Publica, quer pelo seu grau de contagiosida-
de quer pela elevada taxa de letalidade, uma vez que continua a ser
uma das principais causas de morte em todo 0 mundo, no ambito

das doencas evitaveis pela vacinacéo (1),

Nos Ultimos anos e apesar da introducéo da vacinagao ter permitido
a diminuigéo acentuada da incidéncia da doenga (2), tem-se assistido
a um aumento de casos de tosse convulsa em paises desenvolvidos
que apresentam elevadas coberturas vacinais, principalmente em
lactentes com idades inferiores a 6 meses, mas também em adoles-
centes e adultos (37), facto que indica a elevada efetividade da vacina
em prevenir a doenca, mas ndo a transmissao do seu agente causal,
entre a populacéo ().

Em Portugal e apesar da existéncia de uma elevada taxa de cobertura
vacinal, 0 padrdo reemergente da tosse convulsa tem sido semelhante
ao dos outros paises desenvolvidos, assinalando-se um pico relevante
de casos notificados em 2012. Este pico de padrdo endémico deteta-
do, apesar de apresentar um nivel de endemicidade sustentada,
evidencia no entanto que a bactéria Bordetella pertussis permanece
em circulagdo, pelo que é necessario conhecer a real situagdo epide-

mioldgica da infecdo provocada por este agente etioldgico, como
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também caracterizar a estirpe circulante, através de estudo de perfis

genéticos.

No &mbito do seu core de fungdes, o Laboratério Nacional de Refe-
réncia de Bordetella pertussis do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) no Porto colabora na vigilancia epidemiolégica
da tosse convulsa em Portugal, confirmando todos os casos que lhe
sao enviados com clinica sugestiva e efetivando a notificagéo labora-
torial dos casos positivos detetados para a Direcao-Geral da Saude.

O diagndstico laboratorial para confirmacgao de caso clinico de tosse
convulsa é predominantemente molecular utilizando-se para o efeito
pelo menos dois dos alvos preconizados, IS 487 e ptxA-Pr, apesar da
existéncia de outras técnicas nomeadamente técnicas microbiologica

e imunoldgica.

_Objetivo

Analisar retrospetivamente os resultados laboratoriais dos casos clini-
cos suspeitos de tosse convulsa enviados ao Laboratério Nacional de
Referéncia de Bordetella pertussis do INSA no Porto para confirma-
¢ao laboratorial no periodo 2010-2014, tendo como finalidade alertar
ndo sO para a necessidade de conhecer-se melhor a real incidéncia
da tosse convulsa nos grupos etarios com idade superior a 13 anos,
bem como de caracterizar geneticamente as estirpes circulantes em
Portugal.

_Material e métodos

Foram analisados os dados demogréaficos disponiveis dos 512
doentes elegiveis para o periodo entre 2010 e 2014. As amostras
recebidas no INSA para confirmacdo de infecdo por Bordetella
pertussis foram predominantemente secrecdes nasofaringeas
(70%) para estudo molecular, isolados (1%) para identificagao e
soros (29%) para detecao de anticorpos anti-Toxina pertussica.

No &mbito da identificacéo, os isolados foram cultivados em placas
de Bordet-Gengou, das quais foi retirado in6cuo para identificar
através de provas bioguimicas e quando necessario foram utilizados

antissoros monoclonais.
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Relativamente a detecéo de anticorpos anti-Toxina pertussica classe
lgG e classe IgA, 0s 29% de soros foram submetidos a uma reagéo
imunoenzimatica, na qual foi utilizado como antigénio um marcador,
a Toxina pertussica que pela sua grande especificidade confirma
contacto com B. pertussis, sendo a concentracao final de anticorpos
detetada expressa em Ul/ml.

Nos 70% de secrecdes nasofaringeas, procedeu-se a extracao de
ADN que posteriormente foi amplificado efetuando-se duas reagoes
independentes de PCR em tempo real, nas quais foram pesquisados
individualmente, o alvo IS 487 e a ptxA-Pr, sendo que este alvo por ser

de grande especificidade confirma infecéo por Bordetella pertussis.

_Resultados e discusséo

No periodo compreendido entre o inicio de janeiro de 2010 e o
final de dezembro de 2014 foram enviados ao Laboratério Nacional
de Referéncia de Bordetella pertussis produtos bioldgicos de 512
doentes com suspeita clinica de infecdo por Bordetella pertussis,
dos quais 5 (1%) isolados para estudo fenotipico, 150 (29%) soros
para estudo imunoldgico e os restantes 357 (70%) secregdes naso-

faringeas para estudo molecular.
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Todas as amostras recebidas para estudo imunoldgico e submetidas
a técnica imunoenzimatica, n&o evidenciaram contacto recente com
Bordetella pertussis quer pela baixa concentragdo detetada de
anticorpos anti-Toxina pertussica classes IgG e IgA, quer pela inexis-
téncia de uma segunda amostra (fase convalescente) que permitiria
evidenciar um aumento significativo de anticorpos anti-Toxina pertus-

sica ou seja uma Seroconversao.

O mesmo foi constatado no estudo fenotipico, no qual ndo foi carac-
terizado nenhum isolado como sendo Bordetella pertussis.

Contudo nas 357 amostras de secrecdes nasofaringeas enviadas para
estudo molecular pela técnica de PCR em tempo real, confirmaram-se
114 (31,9%) casos de infecdo por Bordetella pertussis (grafico 1).

Entre 2010 e 2012 observou-se um aumento progressivo de casos
suspeitos para confirmacao laboratorial, respetivamente 34 em 2010,
47 casos em 2011 e 108 casos em 2012, seguindo-se um decréscimo

nos dois anos subsequentes (grafico 1).

Grafico 1: [1 Distribui¢do dos casos de tosse convulsa identificados por PCR, 2010-2014.
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Esta tendéncia crescente do nimero de casos suspeitos de tosse
convulsa acompanhou o aumento da frequéncia de casos confirma-
dos pelo laboratério no triénio 2010-2012, ou seja 8,8% (3/34) em
2010 dos casos suspeitos foram positivos, pois evidenciaram con-
tacto recente com Bordetella pertussis, 36,2% (17/47) em 2011 e
53,7% (568/108) em 2012, diminuindo no biénio 2013-2014 respetiva-
mente para 29,2% (26/89) e 12,6% (10/79). Quanto a distribuicéo
trimestral dos casos confirmados de infec&o por Bordetella pertus-
Sis, observou-se que 0 seu predominio ocorreu no terceiro trimestre

dos anos civis em estudo (grafico 2).

Salienta-se que apesar de nao serem enviados ao INSA todos os
casos clinicos suspeitos para confirmar, esta tendéncia crescente
de casos de tosse convulsa confirmados no Laboratério Nacional
de Referéncia de Bordetella pertussis, foi igualmente observada
através do Sistema de Doencas de Declaragao Obrigatéria (DDO)
da Direcéo-Geral da Saude (DGS) (tabela 1).

A semelhanca do observado a nivel mundial, a distribuigao dos 114
casos de tosse convulsa, confirmados laboratorialmente no INSA
entre 2010-2014, evidenciou que a infe¢do por B. pertussis foi
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Tabela 1: [ Distribui¢do dos casos de tosse convulsa notificados
ao sistema DDO e confirmados no INSA, 2010-2014.
Anos N° casos DDO N° casos INSA
2010 14 3 (21,4%)
2011 32 17 (53,1%)
2012 225 58 (25,8%)
2013 114* 26 (22,8%)
2014 70 10 (14,3%)

*dados provisorios, Direcao-Geral da Saude, setembro 2015.

predominante na faixa etéria inferior a 6 meses de idade, sendo
que 13,2% (15/114) pertenciam ao grupo etario com idade inferior
a 1 més, 51,7% (59/114) ao grupo etario entre 1-2 meses e 29,8%
(34/114) ao grupo etario entre 0s 3 e 6 meses, 0 que corresponde
auma percentagem global de 94,7% (108/114). Em relacao aos res-
tantes 6 casos dos 114 casos confirmados, 0 que corresponde a
5,3%, verificou-se que 3,5% (4/114) pertenciam ao grupo de idades
entre 1-2 anos e 1,8% (2/114) ao grupo etario superior a 13 anos de

idade (grafico 3).

Gréfico 2: [1 Distribuigdo trimestral de casos de tosse convulsa, confirmados por PCR em tempo real, 2010-2014.
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Gréafico 3: [1 Distribuigao por grupo etario de casos de tosse convulsa confirmados no INSA, 2010-2014.
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Grupos etéarios

Embora 0 numero de casos positivos detetados na faixa etéria
superior a 13 anos seja baixo, € um facto que existem e que devem
ser sempre investigados em qualquer diagnostico clinico presuntivo

considerando a sua expressao muitas vezes atipica (9).

_Conclusoes

Apesar da diminuicdo do nimero de casos de tosse convulsa obser-
vada nos dois anos subsequentes ao pico endémico de 2012 (tabela
1), esta doenca continua a ser um problema de Salde Publica, pelo
que a sua monitorizacdo constante ndo pode ser descurada. Esta
constatacéo reforga a necessidade de ser mantido um sistema ativo
de vigilancia epidemioldgica de base molecular, porquanto é neces-
sario ndo s6 conhecer a real incidéncia da infecao por B. pertussis
nas criangas mas tambeéem nos adolescentes e adultos, como é cru-

cial estudar os perfis genéticos das estirpes circulantes em Portugal.

Por outro lado e existindo evidéncias na Europa, como em outros
continentes de mutacdes nas estirpes de Bordetella pertussis,
associadas a expansoes clonais, circulando predominantemente
0s tipos ptxAl, ptxP3, fim3-2, bem como prn2 e prn3 que terdo

contribuido para o ressurgimento da tosse convulsa (10-12) h3
necessidade urgente de uma vigilancia continua da populagao bac-
teriana em circulacao e da monitorizagdo dos seus polimorfismos,

nomeadamente em Portugal.

Em conclusdo e no sentido de possibilitar conhecer-se o grau de
viruléncia da estirpe, a taxa de faléncia vacinal e melhor caracterizar
a epidemiologia da tosse convulsa, considera-se indispensavel
assegurar a colheita de amostras clinicas que permitam o isolamen-
to do agente etioldgico e subsequente estudo do seu genoma para

detec@o de possiveis mutacoes.
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