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REesuMmo:

A partir de 255 criangas com sintomas de coqueluche atendidas

no Hospital de Isolamento Emilio Ribas de S@o Paulo, procedeu-se a pes-
quisa de bactérias do género Bordetella. Em 46 delas, determinou-se, também,
a elevagdo dos niveis de anticorpos circulantes aglutinanies e fixadores de
complemento conira a B. pertussis, aglutinantes contra a B. parapertussis
e fizadores de complemento conira adenovirus. Por outro lado, relaciona-
ram-se os resultados do exame bacteriolégico com o periodo da doenca, em
semanas, e com alguns sintomas principais apresentados. Foram também
relacionados os resultados das provas baclerioldgica e sorolégica com a
confirmagdo clinica do diagndstico. Foram discutidos, por outro lado, o
valor e as limitagbes das provas bacterioldgica e sorolégica no diagndstico

laboratorial da coqueluche.

UNITERMOS:

Coqueluche*; Laboratério (Diagndstico)*; Bordetella (Isola-

mento)*; Sorologia (Fizag¢io de complemento e aglutinacdo).

1. INTRODUGAO

No Municipio de Sdo Paulo, segundo
dados fornecidos, a pedido, pelo Servico
de Epidemiologia e Estatistica do Depar-
tamento Regional de Satde da Grande
Sdo Paulo, da Coordenadoria de Satide
da Comunidade da Secretaria da Satide
do Estado de S&o Paulo, no periodo de
1964 a 1970, foram registrados 3 564 casos

de coqueluche com 308 é6bitos. dos quais
cerca de 90% e 95%, respectivamente,
ocorreram em criangas com idades abai-
x0 de 5 anos e, principalmente, inferio-
res a 2 anos.

Isto vem mostrar que apesar das vi-
rias armas disponiveis para o seu com-
bate, entre elas, principalmente, as va-
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cinas e antibiéticos, a coqueluche repre-
senta ainda um problema médico e de
Satde Publica. especialmente em crian-
cas com idades inferiores a 5 anos.

O problema da coqueluche, no passado,
apresentou gravidade bem maior em
todo o mundo, polarizando a atencédo de
inimeros pesquisadores.

H4 cerca de um século iniciaram-se os
estudos relativamente ao seu agente
etiolégico, quando CARLBURGER em
1883, CZAPLEWSKI & HENKEL em 1887,
HENRY KOPLIK em 1898 e KRAUZE &
LOCHMANN em 1901 (citados por
NzeLson 48, 1970) verificaram a presenca
de numerosos bacilos na secre¢gdo de
nasofaringe de criangcas com coqueluche.

Porém, a Bordetella pertussis foi iso-
lada pela primeira vez por Borber &
GenNcou3 (1906) e posteriormente por
Cuievitz & MEyer 16 (1916).

Anos mais tarde, Brown1l (1926)
isolou de uma crianca. com sintomas de
coqueluche, uma estirpe de Bordetella
bronchiseptica e observagdo semelhante
foi feita por Cuancg 13 (1950).

Em 1938, EvrperiNGg & KENDRICK 28 Tespon-
sabilizaram também a Bordetella para-
pertussis como causa de doenca com
caracteristicas semelhantes &s da coque-
luche.

Assim sendo. as bactérias do género
Bordetella (Breep et al.10 1957), ou
sejam, B. pertussis, B. parapertussis ¢ B.
bronchiseptica, podem provocar em
pessoas infectadas, sintomas muito seme-
lhantes. Por outro lado. parece que o
mesmo pode ocorrer em casos de infec-
¢do por H. influenzae e Diplococcus
pneumoniae (Lautrop 40, 1960).

As dividas existentes, desde h4 muitos
anos, relativamente a etiologia em casos
com sintomatologia de coqueluche, in-
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cluindo uma possivel participagdo viral,
provocaram a realizacdo de imtimeras
pesquisas. Assim, através da inoculagio
de B. pertussis, SAvEr & HamsBrecur 57
(1929) e Ricu et al.5¢ (1932), reproduzi-
ram o quadro de coqueluche em macacos
enquanto que Mac Donap & Mac
Donarp 48 (1933) o fizeram através da
infeccdo experimental em criangas. Por
outro lado, Mc Corpock 42 (1932) relatou
0 encontro de inclusbes intranucleares
nas células pulmonares de criancas com
sintomas' de coqueluche; sugerindo uma
possivel participacdo viral nesta doenca.
FrawLEY 22 (1940), no entanto, nao logrou
a reproducéo da sintomatologia tipica de
coqueluche pela instilagdo de filtrados de
lavados nasais, de doentes com esta
doenca, em criancas.

Mais recentemente, novas pesquisas
foram realizadas com o objetivo de veri-
ficar a participacdo de virus em quadros
clinicos de coqueluche. Destas, seréo
referidas apenas as de Orson et al.4?
(1964) que isolaram adenovirus do tipo
12 e de Connor17 (1970) e Prreira &
CANDEIAS 50 (1971) que isolaram adeno-
virus dos tipos 1, 2. 3 e 5, a partir de
criancas apresentando sintomatologia de
coqueluche. )

No diagndstico bacterioldgico de coque-
luche, deve-se proceder ao isolamento de
B. pertussis, a partir de material colhido
da nasofaringe ou através da placa de
tosse, mas deve ser pesquisada, também
a presenca de B. parapertussis € de B.
bronchiseptica (Brown 11, 1926; ELDERING
& KENDRICK 23, 1938; LauTtror 40, 1960 e
Kenprick et al. 33, 1963). Por outro la-
do, devese levar em conta que o
isolamento de B. pertussis atinge per-
centuais mais elevados, nas primeiras
semanas de doenga, principalmente na
primeira ou periodo catarral (Borper &
Gencou 3, 1906; Cmevitz & Mever 15, 1916;
KRrISTENSEN 38, 1933; STRAKER. & WaSTE-
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WATER 59, 1937; Sarro et al.56, 1942 e

Mirer Jr. et al. 47, 1943).

A utilizacio de provas sorolégicas de
aglutinacio e de fixacdo de complemento
(Donarp22, 1938, Evans & MAINTLAND 26,
1939 e Kenprick et al.33, 1963) podem ser
de grande valor, especialmente nos casos
de coqueluche atipica ou quando a doen-
ca se apresenta em fases mais avanga-
das. Pode ser empregada também a
pesquisa de opsoninas (Kenprick et al.37,
1950, Kenprick et al.33, 1963), porém €
menos usada.

A imunidade conferida pela coqueluche
é geralmente sGlida e persiste por mui-
tos anos. ao contrario do que ocorre
com a imunizacdo pela vacina (Barros
Fo.1,1968). Quer pela doenca, quer pela
vacinacdo, desenvolvem-se no organismo
aglutininas, anticorpos fixadores de com-
plemento e opsoninas (Kenprick et al. 33,
1963).

Entre nés, nio raramente, os pediatras
referem a ocorréncia de casos de coque-
luche em criancas previamente vacina-
das. Atribuem a doenca a falhas de va-
cinas ou a possiveis infecgcGes por B.
parapertussis, a que chamam de para-
coqueluche.

A freqiiéncia de infecg¢Ges por B. para-
pertussis no nosso meio € no entanto,
desconhecida, dado o escasso niimero de
investigacbes sobre o assunto. Apenas
a Cidade do Rio de Janeiro conta com
alguma informacédo a respeito (Barros
Fo1 1968 e Usatusa 80, 1969).

Para o nosso Estado e em particular

0 Municipio de Sdo Paulo, nfio hd dados

informativos sobre o isolamento de B.
parapertussis, a partir de criancas com
coqueluche, e existe unicamente um tra-
balho sobre o isolamento de B. pertussis
(Lima 41, 1932),

Por outro lado, ndo se pode excluir a
possibilidade de falhas no diagndéstico
clinico desta doenca. Como € sabido, o
mesmo é feito, praticamente na totali-
dade dos casos, apenas clinicamente, com
base na sintomatologia e, quando possi-
vel, também nos dados epidemiolégicos
respectivos (Bastos2, 1969). A respeito
disto. é sabido também que os sintomas
apresentados pelos doentes, principal-
mente nos periodos iniciais da doenca,
podem ser confundidos com os observa-
dos em outras infecgbes do aparelho
respiratorio, entre elas, adenoviroses
(Orson et al.49, 1964 e Connor 17, 1970),
gripe, laringites, laringo-traqueites, rino-
faringites (Barros F.°1, 1968 e Basrtos?2,
1969) e resfriado comum (Ricu 54 et al.,
1932).

Pelas razfes apontadas anteriormente,
dado o nimero limitadissimo de estudos
sobre coqueluche em nosso pais e em
particular em nosso municipio. uma
série de dividas tém surgido, relativas
a4 eficiéncia das vacinas empregadas e,
até mesmo, quanto a etiologia dos casos
clinicos desta doenca. principalmente em
criangas vacinadas. Sabendo-se que a B.
parapertussis e a B. bronchiseptica po-
dem, também, determinar o apareci-
mento de quadros clinicos semelhantes
ao da coqueluche, muitos atribuem a
etiologia nos casos em que a crianca foi
vacinada, possivelmente & B. paraper-
tussis, dado que, em muitos casos a
doenca se apresenta com um cariter
menos severo. Por outro lado, muito
raramente sio utilizados os exames
bacteriolégico e soroldgico, na confirma-
cio laboratorial do digndstico -clinico.
Tendo em vista estes fatos. resolvemos
elaborar um plano de pesquisa a res-
peito. O estudo que serd relatado a
seguir, refere-se apenas & parte do plano
total de pesquisa por nds estabelecido e
tem por finalidade, atingir os seguintes
objetivos:
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a — verificar em um grupo de criancas
com sintomas de coqueluche, atendidas
no Hospital de Isolamento Emilio Ribas
da Secretaria da Salide do Estado de
Séo Paulo, a freqiiéncia de isolamento de
bactérias do género Bordetella;

b — verificar no soro sanguineo dessas
mesmas criancas, a elevacio ou ndo dos
niveis de anticorpos aglutinantes e fixa-
dores de complemento;

¢ — relacionar os resultados dos
exames bacterioldgico e sorolégico ao
diagndstico clinico.

2. MATERIAL E METODOS

Casos clinicos — Elegemos como cam-
po das nossas observacdes, criangas com
sintomas de coqueluche e que recorre-
ram aos servicos médicos do Hospital
de Isolamento Emilio Ribas, no periodo
compreendido entre julho de 1969 e
dezembro de 1970. Este grupo, de 255
criancas, compos-se de 121 individuos do
sexo masculino e 134 do sexo feminino.
com idades variando de 0 a 12 anos.
Com relacdio a imunizaces, de 162 indi-
viduos teve-se a informacio de nao
terem sido vacinados contra a coque-
luche e 56 ndo souberam informar. Por
outro lado, 37 referiram vacinacio ante-
rior, dos quais, 8 receberam uma dose
de vacina; 8, duas doses; 16, trés doses;
2, quatro doses e 3 néo souberam infor-
mar o nimero de doses.

O diagndéstico clinico ou de suspeita de
coqueluche foi feito por médicos daquele
hospital. Em uma ficha especialmente
elaborada, foram registradas as informa-
¢bes dadas pelos acompanhantes dos
doentes. Posteriormente, foram obtidas,
através do exame dos prontudrios, as in-
formagdes relativas & confirmagéo clinica
do diagnéstico de coqueluche.

Coleta do material — Das 255 criancas
examinadas, apresentando suspeita de co-
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queluche, de 127, procedeu-se a coleta do
material no proéprio ambulatério, utili-
zando-se inicialmente o processo da placa
de tosse (CHievirz & MEeyYEr15, 1916 e
Lautror 49, 1960) e, logo a seguir. da
nasofaringe através de uma zaragatoa
(swab) por introduc¢fio per oral (BRADFORD
& Sravin g, 1940 e Laurror 49, 1960). Das
128 criancas restantes, logo apds a sua
internacfo, procedeu-se a coleta de ma-
terial pelo método da placa de tosse e
a seguir da nasofaringe pela técnica da
zaragatoa por introducdo per nasal
(CruicksHANK 19, 1944 e LauTtror 40, 1960).

De 46 criangas, das 255 estudadas,
foram colhidas, também. duas amostras
de 8 ml de sangue, para provas Sorolé-
gicas, sendo a primeira logo ap6s a inter-
nacdo e a segunda um més apds. As
amostras de soro, assim obtidas, foram
mantidas em congelador a —10°C até a
realizacdo das provas soroldgicas.

Apés a coleta do material, as zaraga-
toas foram mantidas imersas em 0,5 ml
de solucdo de casamino acidos (técnico)
a 1%. até o inicio do exame (Kenprick
et al.32, 1947; Kenorick et al.36, 1961 e
Usatusa 60, 1969). O tempo decorrido en.
tre a a coleta dos materiais e o inicio
dos exames, nunca ultrapassou de duas
horas (Usatusa 60, 1969).

As zaragatoas para a coleta de mate-
rial da nasofaringe por introducéio per
oral e per nasal, foram preparadas
segundo as técnicas mencionadas por
LavTtror 40 (1960). A soluc@o de casamino
dcidos (Difco-técnico) foi preparada a
1% em 4gua destilada, contendo 0,6%
de cloreto de sédio e apresentando um
PH final de 7,2 (Kenprick et al.32, 1947
e Kenprick et al.38, 1961).

Meios de cultura empregados

Meio de Bordel-Gengou — Este meio
foi preparado segundo a férmula usada
no “Statens Seruminstitut” de Copenha-
gue (Lautror 40, 1960) ou seja: 1000 g de
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batatas, mpas, descascadas e picadas,
foram colocadas num saco de gase e a
seguir, submersas em 2000 ml de dgua
de torneira contendo 80 ml de glicerol.
A mistura foi fervida até as batatas se
tornarem amolecidas. O suco concen-
trado de batatas foi extraido, espremen-
do-as no saco de gase. A seguir, a um
volume de suco concentrado foram
adicionados 3 volumes de solucgéio de clo-
reto de sédio a 0,6%. O pH foi ajustado
a 72 — 74 e o suco diluido, distribuido
em garrafas de Roux. A seguir, apés
adicdo de 4% de agar (Difco), a mistura
foi aquecida em banho-maria fervente
para a dissolugdo do agar, e em seguida
esterilizada a 120°C por 20 minutos em
autoclave. No momento de ser usado,
o meio base era fundido em autoclave
com vapor fluente e, apSs ser esfriado a
45-50°C, era adicionado de sangue desfibri.
nado, estéril, de carneiro na proporcio
de 50%.

Meio com uréia (método de Fergusson
& Hook modificado — Lavutrop 49, 1960)
— Bste meio foi preparado da se-
guinte maneira: fosfato monopotas-
sico — KH,PO4 anidro (0,1g), fosfa-
to dipotdssico — KH,PO4 anidro (0,1g),
cloreto de sédio (0.5g), vermelho de fenol
(Img) e agua destilada ¢.s.p.100ml. A
solucdo foi esterilizada a 120°C por 20
min. ¢ em seguida, adicionada de 1% de
uréia, partindo-se de uma solucéo a 20%
esterilizada por filtracdo (Seitz). Poste-
riormente o meio foi distribuido em
volume de 1 ml em tubos 12 x 120 mm.
Este meio foi utilizado na prova do
desdobramento da uréia. O meio utili-
zado como controle da prova. foi prepa-
rado da mesma maneira, porém, sem g
adicdo da uréia.

Caldo nitratado (Lautrop 40, 1960) —
Este meio foi assim preparado: peptona-
Difco (0,5g), nitrato de potassio (0,1g) e
dgua destilada q.s.p. 100 ml. Apés ajus-

tar o pH a 7274 foram distribuidos
volumes de 5 ml em tubos medindo
16 x 160 mm; a seguir, procedeu-se &
esterilizacdo da solugio em autoclave a
120°C por 20 min. Este meio foi utili-
zado na prova da reducdo de nitratos a
nitritos.

Citrato — Na prova do aproveitamento
do citrato foi utilizado o agar citrato de
Simmons (Difco) (Kenbrick et al.33,
1963).

Agar tirosina (EsMiNGer 25, 1953) — Foi
preparado agar simples com 0,1% de
tirosina. A seguir o pH foi ajustado a
7,5 adicionando-se solucdo de NaOH N/1.
Finalmente o meio foi distribuido em
placas de Petri ou em tubos 16 x 160 mm,
estes ultimos mantidos em posicéo
inclinada.

Técnica de isolamenio e de identifica-
¢do de Bordetelas — Nas placas de tosse,
procedeu-se, simplesmente o espalhamen-
to, na superficie, de 0,1 ml de solugdo
de penicilina G potdssica contendo 350
unidades por ml. Por outro lado, partin-
do-se das zaragatoas, realizou-se & semea-
dura de placas com meio de Bordet-
Gengou, rolando-se 0 chumaco na super-
ficie do meio. Em seguida, procedeu-se
a0 espalhamento da solugdo de penicilina
G potdssica, da maneira ja& descrita,
usando-se uma espdtula de Drigalski
estéril (UsaTusa 60, 1969). A concentra-
¢ao da solugdo de penicilina, usada, foi
estabelecida previamente empregando-se
amostras isoladas de B. pertussis, B. pa-
rapertussis e B. bronchiseptica. A con-
centracao selecionada, 0,1 ml de solugdo
de penicilina G potédssica com 350 uni-
dades por ml, ndo impedia a multiplica-
¢do das bactérias das trés espécies
citadas, mas impedia de forma satisfa-
téria o crescimento de colénias de outras
bactérias presentes em materiais de
nasofaringe, coletados de alguns indivi-
duos através de zaragatoa per nasal.
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Segundo MacLeaN 44 (1937), CRUICKSHANK 19
(1944), Braprorp et al6é (1946) e
Laurror 40 (1960) a adicdo de penicilina
aumenta a positividade do isolamento de
bordetelas.

As placas semeadas foram incubadas a
35°C em estufa saturada de umidade
(BraDFORD & BROOks5, 1941 e Lacey39,
1954). As placas foram examinadas dia-
riamente do 2° ao 10.° dia de incubacéo
(LauTroP 40, 1960 e UsaTuma 80, 1969). O
reconhecimento de coldnias de bordetelas
foi realizado segundo os critérios apre-
sentados e discutidos por Laurror 49,
(1960). Das placas eram selecionadas 6
a 8 colonias suspeitas de serem de
bordetelas e, as mesmas eram semeadas
em novas placas com meio de Bordet-
Gengou. KEstas placas eram incubadas a
35°C, em estufa saturada de umidade e a
sua verificacdo era feita apds 24, 48 e
72 h, até 0 10.° dia. A partir destas cultu-
ras, prepararam-se, em léminas, esfrega-
¢os corados pelo método de Gram, para
a verificacdo da morfologia e a seguir
procederam-se as inoculacdes dos meios
para as seguintes provas de identifica-
cdo bioquimica:

Prova do desdobramento da uréia
— Feita através da inoculacdo macica
(até a turvacdo) das bactérias a serem
identificadas, em meio contendo uréia.
A prova positiva era revelada pelo apa-
recimento de cor vermelha, dado pela
viragem do vermelho de fenol. apds
algumas horas (2 a 4 h) de incubacgéo a
35°C. Realizou.se em todos os casos, pa-
ralelamente, uma prova controle ino-
culando-se macicamente a cultura em
meio preparado da mesma forma que o
anterior, porém sem a adicio de uréia.

Prova da reducgdo de nitratos a nitritos
— Consistiu na inoculagdo macica das
bactérias a serem identificadas (até a
turvacédo), em caldo nitratado. Apds a
incubacéo a 35°C por 24 horas. a 1 ml
desta cultura, adicionaram-se algumas
gotas dos reativos (solugédo de dcido sul-
fanilico a 0,8% em sol. de dacido acético
5N e solucdao de alfa naftilamina a 0,5%
em sol. de 4cido acético 5N). A prova
positiva caracterizava-se pelo aparecimen-
to de cor avermelhada.

Prova do aproveitamento do citrato —
Foi feita por meio da semeadura das
bactérias, em identificacdo, na superficie
de agar citrato de Simmons, inclinado
(Difco). Ap6s incubacdo de até 4 dias a
35°C, a prova positiva manifestava-se
pelo aparecimento de colora¢do azul no
meio semeado.

Prova da multiplicacdo em agar tiro-
sina a 1% — Consistiu na inoculacdo das
bactérias a serem identificadas, na su-
perficie de agar tirosina em placas ou
em tubos. Nesta prova, o resultado posi-
tivo caracteriza-se pela ocorréncia de
multiplicagdo bacteriana, com escureci-
mento do meio de cultura (cor bronzea-
da). Este escurecimento é dado pelo
ataque da tirosinase sobre a tirosina,
produzindo-se uma pigmentacio escura.
do tipo melanina (Lautror 40, 1960).

Na Tabela 1 estio resumidos os resul-
tados esperados, relativos &s provas de
identificacdo utilizadas no estudo pre-
sente, segundo as caracteristicas bioqui-
micas pesquisadas das espécies de
Bordetella (Lautropr 40, 1960 ¢ KENDRICK
et al.33, 1963).

A seguir, procedeu-se & identificacdo
sorolégica através de prova rapida de
soro aglutinacdo em lamina *.

* O soro anti-Bordetella pertussis usado, foi preparado no Instituto Oswaldo Cruz do Rio
de Janeiro e gentilmente cedido pela Dra. Arlette Ubatuba. O soro anti-Bordetelle paraper-
tussis (Difco) foi adquirido no coméreio e utilizado ap6s diluicido a 1/10 em solucio de
cloreto de sédio a 0,85%, segundo a bula que acompanhava o produto.
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TABELA 1

Comportamento das bactérias do género Bordetelle nas provas bioquimicas realizadas.

Provas
Espécies s
Desdobramen-~ 1:;‘:;“;12 ge Aproveitamen- Multiplicacio em
1
to da uréia nitritos to do citrato agar tirosina
B. pertussis Negativo Negativo Negativo Negativo
B. parapertussis Positivo Ne.gativo Positivo Crescimento e
escurecimento
4
B. bronchiseptica Positivo Positivo Positivo Crescimento sem
escurecimento

A identificacdo soroldgica das nossas
culturas em lamina, foi realizada através
da mistura de uma gota de suspensido
espessa das bactérias que estavam sendo
identificadas, com uma gota de soro
aglutinénte. As leituras foram realizadas
até 5 minutos apds o inicio da prova,
com o auxilio de uma lupa. Paralela-
mente, realizava-se uma prova controle
usando-se uma mistura de uma gota de
suspensao bacteriana espessa com uma
gota de solucao de cloreto de sdédio a
0,85%.

Provas realizadas com 08 soros dos
doentes — Nas duas amostras de soro,
colhidas com intervalo de um més, de
46 criancgas, das 255 estudadas, foram
determinados os niveis circulantes de
anticorpos contra B. periussis, pelas
provas de aglutinacio e de fixagdo do
complemento (FC’); determinaram-se
também os titulos aglutinantes para B.
parapertussis. Para isso, 0s soros que
estavam mantidos a —10°C foram des-
congelados rapidamente, colocando-se 0s
tubos em banho de &dgua corrente por
alguns minutos.

Prova de aglutinagGo -—— Os antigenos

foram preparados empregando-se a
estirpe de B. periussis AT.C.C. 10536,
utilizada em intmeros laboratérios no
preparo de vacina contra a coqueluche e,
a estirpe de B. parapertussis 139, isolada
pela Dra. Arlette Ubatuba, no Instituto
Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Pre-
liminarmente. na estirpe A.T.C.C. 10536,
foi realizada a dosagem dos antigenos
termoldbeis “major” de envoltério 1, 2 e
3, empregando-se para tal, soros mono-
especificos, tendo-se verificado a presen-
ca dos trés antigenos.

As provas de aglutinacdo foram reali-
zadas, segundo a técnica de Preston &
T Punca 52 (1959), utilizando-se o micro-
titulador Takatsi. Em placas “perspex”,
foram misturados 0,025 ml de soro a ser
dosado, diluido de 1/2 a 1/4096 (dilui¢Ges
com fator 2) em solucio salina fosfatada
com pH 74 e 0,025 ml de antigeno. Os
antigenos consistiram de suspensdes con-
tendo 30 bilhGes de B. pertussis ou B.
parapertussis por ml, em solucdo salina
fosfatada com pH 7,4 (solucdo de fosfato
monopotéassico (KH,PO,) M/15, 10 ml,
solugdo de fosfato dissédico (Na,FIPO,)
M/15, 40 ml, cloreto de sédio 8.5g, dgua
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destilada ¢.s.p. 1000 ml). A concentra-
cdo de B. pertussis ou B. parapertussis,
nas suspensfes, foi determinada colori-
metricamente, empregando-se o colori-
metro “EEL” portatil com filtro verde
amarelado e o padriao de opacidade do
“National Institute of Health” (NIH),
EUA. As misturas foram a seguir agita-
das durante 15 min. em agitador de
Kahn (200 ciclos por min.), com ampli-
tude de 3 cm. Apds a agitacio, as placas
contendo as misturas foram mantidas na
geladeira a 4°C por 20 min.’e, a seguir
foram efetuados as leituras, com o
auxilio de uma lupa entomoldgica, com
foco de iluminacdo por cima. Foi consi-
derado como titulo aglutinante do soro,
a reciproca da maior diluigdo onde ainda
se observava reacio de aglutinacido
positiva.

Prova de fixacdo do complemento —
Foi realizada somente contra a B. per-
tussis e empregou-se a técnica de
BrapsTrREET & TAvror® (1962) com modi-
ficagcGes (Canpeiss 12, 1968). Nesta prova,
misturou-se 0,1 ml de soro a ser titulado.
em vdrias diluigbes (1/2 a 1/1024), 0,1 ml
da dose 6tima de antigeno, 0,1 ml de
complemento diluido de forma a conter
duas unidades C’H,,, e 0,2 ml de suspen-
sdo a 2% de hem4cias sensibilizadas de
carneiro. Como diluente, foi usada solu-
¢do de cloreto de sédio a 0,85%.

O antigeno de B. pertussis empregado
nesta prova foi preparado segundo a
técnica de Price 5 (1932) modificada,
descrita para o preparo do antigeno
gonocdcico, utilizado na prova de fixacio
de complemento (CruicksHANk et al. 29,
1970). O antigeno foi constituido de uma
suspensdo com 10 bilhdes de B. pertussis
por ml, em solugdo de cloreto de sédio
a 085%. Esta padronizacido foi feita
também fotocolorimetricamente, usan-
do-se o padrdo de opacidade do “NIH”
jé referido. A cada 5 ml desta suspenséo
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foram adicionados 0,2 ml de solugdo de
hidréxido de s6dio N/1 e, a seguir, a
mistura foi mantida em banho-maria a
37°C por 2 horas. Apds esta incubagio.
o pH foi ajustado a 74 pela adicdo de
solugdo de dcido cloridrico N/1. Este
antigeno foi aquecido a 56°C, em banho-
maria por 30 min. para reduzir a sua
anticomplementaridade e, posteriormen-
te, adicionado de 0,08% de azida de sodio.

Complemento — O complemento usado
na reacdo, obtido de cobaias, foi pre-
servado pela técnica de RicHARDsON 55
(1941) e, nestas condigées, pode ser con-
servado por cerca de um ano (BRADSTREET
& TavrLor ? 1962). O complemento assim
conservado é hipertdnico e, por essa ra-
zdo foi diluido com salina tamponada,
de pH 7,2, e dgua destilada, respeitan-
do-se as seguintes proporgdes: 0,1 ml de
complemento. 0,7 ml de dgua destilada e
um volume V de salina tamponada, a
fim de se obter a diluicdo desejada. O
volume V de salina tamponada pode ser
calculado através da férmula:

(de’ — 10) 8
Ve ——
100

sendo dc’ a reciproca da diluicdo dese-
jada do complemento.

Hemdcias sensibilizadas de carneiro —
suspensdo de hemadcias de carneiro a 2%
foi sensibilizada com a dose de hemoli-
sina em partes iguais, em banho-maria
a 37°C por 10 min.

3. RESULTADOS

Dos 255 casos estudados, obteve-se o
isolamento de B. periussis de 55 (21,6%).
De nenhum caso se isolou B. paraper-
tussis ou B. bronchiseptica.

Relativamente g semanas de doenca,
81 criancas foram referidas como estan-
do na 1. semana, 69 na 2.7 39 na 3, 35
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na 4° e 30 na 5* ou mais semanas. O
isolamento de B. pertussis foi obtido (Ta-
bela 2), respectivamente. de 26 (32,1%),
16 (23,2%), T (17,9%), 4 (114%) e de 2
(6,56%).

Das 255 criancas estudadas, 155 foram
internadas e submetidas a seguimento
clinico e o diagndstico de coqueluche foi
confirmado clinicamente, por médicos do
hospital, em 129 (83,2%) e nao confir-
mado em 26 (16,8%). As 100 restantes
ndo foram internadas e serdo referidas
como “casos nao seguidos”. A Tabela 3
mostra a positividade do isolamento de
B. pertussis nos 129 casos com diagnds-
tico de coqueluche confirmado, nos 26
néo confirmados e nos 100 ndo seguidos.
As taxas de positividade foram, respecti-
vamente, de 20,2%, 7.7% e 27,0%.

TABELA 2

Isolamento de B. pertussis de criangas com
sintomas de coqueluche, segundo o periodo
de doenca (em semanas), atendidas no Hos-
pital de Isolamento Emilio Ribas, Séo Paulo,
junho de 1969 a dezembro de 1970.

TABELA 3

Isolamento de B. pertussis de criancgas com
sintomas de coqueluche, segundo a confirma-
¢io clinica do diagnéstico, atendidas no Hos-
pital de Isolamento Emilio Ribas, Séo Paulo,
junho de 1969 a dezembro de 1970.

Diagnéstico de o Positivos

Coqueluche E N N

Clinicamente "::‘ g

Confirmado naco No %
Sim 129 26 20,2
Néao 26 2 7.7
Casos hio

seguidos 100 27 27,0

TOTAL

255 ‘ 55 l 21,8

Perfodo de N.0 ! Positivos
Doenga (em | Exami-
Semanas) nado No ' N
1.8 81 26 32,1
22 69 16 23,2
3.8 39 7 179
4.8 85 4 11,4
> ba 31 2 6,5
TOTAL 2556 56 21,6

A Tabela 4 mostra as taxas de isola-
mento da B. pertussis, segundo a confir-
magéo clinica do diagnéstico e o periodo
de doenga em semanas. Dos 129 casos
confirmados clinicamente, 40 referiram
estar na 1° semana de doenca, 28 na 22,
21 na 37 22 na 4* e 18 na 5 ou mais
semanas. Foi isolada a B. pertussis, res-
pectivamente, de 40,0%, 17,9%, 14,3%,
4,5% e 5.6%. Dos 26 casos ndo confirma-
dos clinicamente, a B. pertussis foi isola-
da de apenas 2 casos (22,2%) dos 9
referidos de 1 semana de doeng¢a. Dos
100 casos ndo seguidos, 32 referiram
estar na 1.* semana, 34 na 22 12 na 32,
12 na 4* e 10 na 5° ou mais semanas.
A positividade do isolamento de B. per-
tussis foi, respectivamente, de 25.0%,
32,4%, 33,3%, 25,0% e 10,0%.

A Tabela 5 mostra. nos 255 casos estu-
dados, a positividade para B. pertussis
segundo alguns sintomas mais freqiientes
e segundo a confirmacdo clinica do
diagndstico de coqueluche. Do total de
casos, 52 apresentaram apenas tosse
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comum, sem caracteristicas especificas,
103 apenas tosse espasmddica e 100 tosse
espasmoédica com vOmito, guincho ou

ambos. A B. pertussis foi isolada, res-
pectivamente, de 5 casos (9,6%), de 26
(25,2%) e 24 (24,0%).

TABELA 4

Isolamento de B. pertussis de criancas com sintomas de coqueluche, segundo a confirmagéo
clinica do dlagnéstico e o perfiodo de doenca (em semanas), atendidas no Hospital de Isola-
mento Emilio Ribas, Sdo Paulo, junho de 1969 a dezembro de 1970.

Perfodo de doenca
Diagnéstico de
Cg ueluche (em semanas)
q N.o TOTAL
Clinicamente
Confirmado 12 28 8. a8 | ~ 5s
Examinados 40 28 21 22 18 129
Sim Positivos 16 5 3 1 1 26
% 40,0 17,9 14,3 4,5 56 20,2
Examinados 9 7 6 1 3 26
Nio
Positivos 2 — —_ — _ 2
% 22,2 — — — —_ 71
Examinados 32 34 12 12 10 100
Casos néo
Seguidos Positivos 8 11 4 8 1 27
% 25,0 32,4 33,3 25,0 10,0 27,0
Examinados 81 69 39 35 81 255
TOTAL
Positivos 26 16 7 4 2 55
% 82,1 23,2 17,9 11,4 6,6 21,6

Na Tabela 6 estdo distribuidos os re-
sultados das provas de aglutinacédo e de

anticorpos circulantes, de pelo menos 4
vezes. A prova de aglutinacio para a

FC’ frente a antigenos de B. periussis e
B. parapertussis, realizadas com 0s SOros
de 46 criancas internadas e submetidas a
acompanhamento clinico. As provas de
aglutinagdo e de FC’ sdo referidas como
positivas quando os exames das duas
amostras colhidas com intervalo de um
més, revelaram uma elevagdo do nivel de
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B. pertussis foi positiva nos soros de 14
(30,4%) e a de FC’, para esta mesma
bactéria, nos de 19 (41.3%). A prova de
aglutinagdo para B. parapertussis foi
positiva apenas em um caso (2,2%).
Nesta Tabela pode ser observada tam-
bém a positividade das provas sorolégi-
cas segundo o isolamento de B. pertussis.
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Na Tabela 7, encontra-se a distribuicdo
dos resultados de isolamento de B. per-
tussis e das provas soroldgicas segundo
a confirmacdo clinica do diagndéstico,
relativos aos 46 casos referidos. Destes,
36 foram confirmados clinicamente como
sendo de coqueluche e 10 nfdo foram
confirmados. A positividade laboratorial,

levando em conta o isolamento de B. per-
tussis e/ou provas sorolégicas, foi res-
pectivamente de 22 casos (61.1%) e 6
casos (60,0%). Por outro lado, 14
(38,9%) dos confirmados clinicamente e
4 (40,0%) dos nao confirmados, revela-
ram-se negativos nos exames bacteriol6-
gico e soroldgico.

TABELA 17

Resultados do isolamento e das provas sorolégicas para B. pertussis realizadas a partir de
46 criancas com sintomas de coqueluche, segundo a confirmacio clinica do diagndstico,
atendidas no Hospital de Isolamento Emilio Ribas, Sio Paulo, junho de 1969 a dezembro de

1970.
Diagnéstico de Coque-
luche Clinicamen- Sim Nio TOTAL
Iso- te Confir-
lamento mado
e/ou sorologia N.o N.0 % N.0 %
para B. pertussis ~
Isolamento - 4 11,1 — — 4 8,7
Sorologia +
Isolamento - 3 83 - — 3 65
Sorologia —
Isolamento — 15 41,7 6 60,0 21 45,7
Sorologia 4
SUB-TOTAL 22 61,1 6 60,0 28 60,9
Isolamento — 14 38,9 4 40,0 18 39,1
Sorologia —
TOTAL 36 100,0 10 100,0 46 100,0

4, DISCUSSAO

Das 255 criancas estudadas, foram
isoladas 55 estirpes de B. pertussis,
jdentificadas bioquimica € sorologica-
mente. Em nenhum caso obteve-se o
isolamento de B. parapertussis ou de B.
bronchiseptica.

Dos estudos existentes, sabe-se que a

ocorréncia de infecgles pela B. bronchi-
septica em casos clinicos de coqueluche
€ rara (Lautror 49, 1960). Na Inglaterra,
em pesquisa realizada pelo MEDICAL
RESEARCH COUNCIL46 (1951), de 836
casos de coqueluche, foi isolada a B.
bronchiseptica de apenas 1 (cerca de

0,1%).
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Por outro lado, a B. parapertussis
ocorre com freqiiéncia maior que a ante-
rior, embora de forma varidvel. Em
estudos realizados, Braprorp & SravinN?
(1937), em Nova York. isolaram B. para-
pertussis de 5% de 160 casos de coque-
luche confirmados bacteriologicamente;
em Michigan, ErLperine¢ & KEeNDRICK 24
(1952), de 2% de casos clinicos positivos
bacteriologicamente, isolaram essa bacté-
ria. Na Dinamarca, as infecgdes por
B. parapertussis sdo mais freqiientes
(Erpering & Kenprick24, 1952) e na
Tchecoslovdquia pela sua freqiiéncia,
apresenta-se com certa importancia. o
que motivou a sua incluséo na vacina
contra a coqueluche (VysoxA-BURIANOVA,
1962 apud TUsaTuBa®0, 1969, Vysoka-
Burianova 61, 1970). No Brasil, no tinico
estudo existente feito na cidade do Rio
de Janeiro, dos casos clinicos de coque-
luche confirmados bacteriologicamente,
cerca de 1% foi devido & B. parapertussis
(Barros F°1, 1968; Usarusa 60, 1969).
Em Sao Paulo, Correa et al. 18 (1970), ten-
taram determinar a freqiiéncia de infec-
¢Oes por B. parapertussis, realizando um
inquérito sorolégico em 163 criancas,
através da prova de aglutinacdo. Segun-
do estes pesquisadores “dez exames mos.
traram reagbes sé relacionadas com a B.
parapertussis e proporcionaram baixos
teores de positividade que, talvez, néo in-
diquem com seguranga acometimentos,
no passado por esse germe”.

Ressaltamos que no nosso estudo, de
255 criancas estudadas, isolamos apenas
a B. pertussis dos 55 casos positivos. Se
houvesse sido estudado um numero
maior de casos, é possivel que viesse a
ser isolada alguma estirpe de B. para-
periussis.

Como ¢ sabido, na coqueluche, o iso-
lamento de B. periussis é mais freqiiente
nas primeiras semanas da doenca,
principalmente na primeira ou fase
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catarral. Nesta fase, podese atingir
uma taxa de isolamento do agente de
cerca de 80% (Kenprick & ELDERING 34, 88
1934 e 1935; STRAKER 8 WESTEWATER 59,
1937; Sarro et al. 56, 1942), de 98% (SiLvER-
THORNE & Fraser 58, 1935) ou até de 100%
(DonaLp 22, 1938). No Brasil, Cunma?2l
(1943) em casos de coqueluche obteve na
primeira semana de doenga uma positivi-
dade de 46,6%. Na fase de tosse espas-
mdédica a positividade para a B. pertussis
val decrescendo, atingindo niveis muito
baixos na 62 e 7. semanas. A Tabela 8
mostra os resultados obtidos por vérios
pesquisadores em estudos relacionados
com o isolamento de B. pertussis e o pe-
riodo de doenca.

Na presente pesquisa, distribuindo-se a
freqliéncia do isolamento de B. periussis
segundo o perfodo de doenga (Tabela 2),
verificamos que a taxa de positividade
foi também maior, entre os doentes que:
pelas informacOes, estavam na 1.* sema-
na de doenga (32,1%). Observamos, ain-
da, que a positividade depois decresceu
atingindo 23,2% nos doentes de 2.* sema-
na, 17,9% de 32 114% de 4° e 6,5% nos
de 5. ou mais semanas.

Comparando os nossos resultados com
os obtidos por varios pesquisadores
(Tabelas 2 e 8), verificamos que os
nossos percentuais de positividade foram
relativamente baixos. No entanto, deve
ser salientado que aquelas pesquisas
foram realizadas em épocas e locais dife-
rentes e por investigadores . distintos,
dando a essa compara¢do um valor re-
lativo.

Na época em que tais pesquisas foram
realizadas, ndo havia a interferéncia dos
antibiéticos nos resultados dos exames
bacteriolégicos. Por outro lado, deve-
mos também considerar as falhas no
diagndstico clinico da doenga e as falhas
de ordem técnica, cuja freqiiéncia desco-
nhecemos, relacionadas & colheita do
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material, & possivel variagéo da eficiéncia
dos varios lotes de meios de cultura, ao
nimero de exames feitos para o mesmo
doente, etc. H&d que se considerar tam-
bém o periodo de doenca referido pelos
acompanhantes dos doentes. E sabido
que grande parte dos doentes recorre
ao hospital em busca de assisténcia
médica numa fase néo inicial da doencga,
mas sim quando a mesma se encontra
ja na fase espasmddica (Donavrp 22, 1938;
Barros F.01, 1968). Assim sendo, deve
haver  casos que s#o referidos como
sendo de 1. 2. ou 3.* semana de doenca,
mas que na realidade estariam j4 na 4.,
5.* ou mais semanas.

Analisando a Tabela 4, pode-se verificar
que entre os casos referidos como sendo
de 1.° semana de doenca, obtivemos o
isolamento de B. pertussis em 40% dos
que tiveram o diagnéstico confirmado
clinicamente. A porcentagem de positi-
vidade decresceu, como era de se esperar,
atingindo 17,9% nos doentes de 2*
semana, 14,3% nos de 3.2 4,5% nos de
4° e 5,6% nos de 5° ou mais semanas.
Nos casos em que o diagnéstico clinico
nao foi confirmado clinicamente, a posi-
tividade foi de 22,2% dos que referiram
estar na 1.* semana de doengca. Os va-
lores por nds obtidos podem mostrar,
mais uma vez, a possibilidade da ocorrén-
cia de falhas no diagndstico clinico desta
doenga, fato j4 constatato ou referido
por véarios autores, entre eles. Cmany 14
(1958), FarBErR & VAwTerR 28 (1961), OLson
et al. 49 (1964), Bastos 2 (1969) e Connor 17
(1970).

Nos nossos casos, a positividade do
isolamento de B. pertussis foi de 21,6%
(55 casos), a qual consideramos relativa-
mente baixa, quando comparada com
.as obtidas  por outros pesquisadores.
Kenprick & ELDERING 34 (1934), SILvEr-
THORNE & FRrasEr58 (1935), STRAKER &
WESTWATER 52 (1937), Sarro et al b6
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(1942), obtiveram positividades que va-
riaram de 60 a 80% e Cuievitz & MEYER 15
(1916), Kenorick & ELpERING35 (1935) e
Mirer Jr. et al.47 (1943), positividades
de 40 a 60%. Outros investigadores,
porém, obtiveram também positividades
mais baixas, como Dow~aLp22 (1938),
24,9% e Cruicksilank et al.20 (1970), 28%.

No Brasil, Lima4l (1932), estudando
casos de coqueluche, isolou a B. per-
tussis de 60% dos pacientes. Mais re-
centemente, Barros F°1 (1968) obteve
uma positividade de 48.9% e UsaTusa 60
(1969) relata o isolamento de B. pertussis
de 64,1% de 156 doentes estudados.

Na presente investigagio jé referimos
alguns dos muitos fatores que poderiam
interferir, provocando baixa positividade
do isolamento de B. pertussis. Por outro
lado, temos a salientar que, de acordo
com a sintomatologia apresentada pelos
doentes, cerca de 80% jd4 se mostrava na
fase espasmodica; isto resulta como j4 €
sabido, em maior mimero de exames
negativos.

Acreditamos, assim, ser de grande va-
lor o acompanhamento dos contatos,
pois caso venham alguns deles a contrair
a doenca, a mesma poderd, nesses casos
secunddrios, ser diagnosticada bacterio-
logicamente com relativa facilidade na
sua fase inicial, o que poderia, inclusive.
esclarecer o diagnéstico de coqueluche
de casos primadrios, se negativos ao exa-
me de laboratério. Sabemos, entretanto,
que, embora esta conduta seja a ideal,
nem sempre ela pode ser realizada, pelas
inimeras dificuldades existentes.

Além do exame bacteriolégico, pode-
mos, como € sabido, utilizar provas soro-
16gicas no diagnéstico laboratorial da
coqueluche e as mais usadas sdo as de
aglutinacéo e de FC’. Estas provas foram
utilizadas pela primeira vez por BorpeT &
Gencou 3,4 (1906, 1907). Em estudos pos-
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teriores verificou-se que a prova de FC’
torna-se positiva na 22 ou 3. semana de
doenca e atinge um mdximo de positi-
vidade na 7. ou 8. semana (WinNsoLT 62,
1915; CHieviTz & MEYER 15, 1916; GUNDEL &
ScaLiTER 31, 1933/1934 e DonaLp 22, 1938).

No entanto, da 7.* semana de doencga
em diante a positividade das provas soro-
légicas decresce (Cuievitz & MEYER 15,
1916) a ponto de se ter reacdes de FC’
negativas no soro de individuos que tive-
ram coqueluche hid 2, 3 e 5 anos
(WinnoLT 62, 1915). A fim de mostrar
melhor a positividade da reacio de
FC’, segundo o periodo de doenca, foram
resumidos na Figura, os resultados
obtidos por Cuievirz & MEYER 15 (1916) e
Donarp 22 (1938).

Uma reac¢do de FC’ positiva pode indi-
car, com muita probabilidade, que uma
crianca tem ou teve a doenca; por outro
lado, a reacio negativa nao evidencia
com tanta seguranga que O mesmo
nao tenha a doenga no momento ou
que ndo tenha apresentado anterior-
mente (Cuievitz & Meyer15 1916). E
6bvio que o surgimento das vacinas con-
tra a coqueluche, provocou modificacao
na afirmacio feita por estes pesquisado-
res. Havendo sintomas de coqueluche,
deve-se verificar a elevagdo dos niveis de
anticorpos de pelo menos 4 vezes. empre-
gando-se duas amostras de soro do doen-
te, colhidas com intervalo apropriado.

Relativamente & prova de soro-agluti-
nagio, Evans & Marrranp 26,27 (1939) veri-
ficaram que esta prova torna-se positiva
também na 3 semana de doenca; por
outro lado, concluiram que a prova de
aglutinacio se mostrou mais sensivel do
que a de PC’.

WinTER 68 (1953) de 50 casos de coque-
luche positivos ao exame bacteriolégico,
observou elevacdo do titulo de aglutini-
nas em 31 (62%).
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Fig. — Positividade da prova de fixagéo

de complemento obtida por CHIEVITZ &

MEYER %% (1916) e DONALD?? (1938), em
soros de doentes com cogqueluche, segundo o
perfodo de doenga em semanas.

Mais recentemente na Escécia, Cruick-
sHANK et al. 20, (1970) compararam oS re-
sultados das provas de aglutinacéio e de
FC e concluiram, da sua pesquisa, que
hd uma boa correlacdo nos resultados
obtidos por ambas as provas. Observa-
ram, no entanto, que nos casos em que
se isolou a B. pertussis, a prova de FC’
parece ter se revelado mais sensivel que
a de aglutinacéo.

Em nosso estudo, dos 155 casos que
foram internados, foi possivel obter duas
amostras de sangue de 46 doentes, a fim
de serem realizadas as provas sorolégi-
cas. Dos demais casos, colheu-se, de cada
doente, somente a primeira amostra de
sangue e nao se pdde coletar a segunda.,
pois os pacientes ndo compareceram ao
hospital na data marcada para o retorno,
ou seja, um més apoés a obtencdo da pri-
meira amostra.

Foi baseado nos estudos de Crievirz &
Mzeyer 15 (1916) e de Donarp 22 (1938) que
elegemos o0 intervalo de um més para
a coleta das duas amostras de sangue.
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CruicksHANk et al.20 (1970) o fizeram
com intervalo de 14 dias. Presron Bl
(1970) recomenda a coleta da primeira
amostra de sangue em época a mais
préxima do inicio da doenga e, a segunda
amostra, cerca de seis semanas apés.

Nas amostras de soro dos 46 pacientes
por nés estudados, realizamos as provas
de FC’ e de aglutinacdo para B. per-
tussis e de aglutinagdo para B. para-
pertussis.

Pelas provas soroldgicas, apenas um
caso apresentou elevacdo do titulo de
anticorpos contra B. paraperiussis, mas
revelou. também, niveis de igual teor de
anticorpos para B. pertussis. Esta in-
feccdo poderia, assim, ter sido devida &
B. pertussis, a mais comum, tendo ocor-
rido, provavelmente, uma positividade
soroldgica cruzada (Tabela 6).

Na mesma Tabela, podemos verificar,
ainda, que a reacdo de FC’ apresentou
sensibilidade maior que a de aglutina-
c¢do, principalmente nos casos em que
se isolou a B. pertussis, levando-se em
conta a elevagio do nivel de anticorpos.
Embora Cruicksaank et al.20 (1970)
tenham feito observacédo semelhante, no
nosso estudo nédo nos foi possivel tirar
conclusbes a respeito, dado ser peqgueno
0 nimero de casos examinados.

E importante salientar que de 13 casos
referidos como de 1.* semana de doencga,
10 possuiam anticorpos em niveis dosé-
veis, j4 na primeira amostra de soro.
Destes, um foi positivo na prova de aglu-
tinacdo e 5 na de FC’ e 4 em ambas as
provas. A presenca de anticorpos cir-
culantes contra a B. pertussis nestes pa-
cientes, pode ser devida a vacinacdo an-
terior. parcial ou completa, a infecgGes
prévias por essa bactéria, na forma cli-
nica ou sub-clinica, com sintomatologia
tipica ou atipica. Por outro lado, pode-
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riam estar ndo na primeira semana de
doenca, mas sim num estdgio mais avan-
cado.

Analisando a Tabela 7, verificamos que
dos 46 casos estudados bacteriolégica e
sorologicamente, 36 (78,3%) tiveram o
diagndstico de coqueluche confirmado
clinicamente e 10 (21.7%) n@o confirma-
do. No laboratério, através dos exames
bacteriolégico e sorolégico, dos 46 casos,
28 (60,9%) foram diagnosticados como
sendo de coqueluche e 18 (39,1%) apre-
sentaram resultados negativos.

Dos 36 casos confirmados clinicamente,
foram diagnosticados laboratorialmente,
através do isolamento de B. pertussis
e/ou provas sorolégicas de aglutinacido
e/ou de ¥C’, 26 (61,1%). Dos 10. cujo diag-
néstico ndo foi confirmado clinicamente,
6 (60%) revelaram-se positivos pelas pro-
vas sorolégicas. Aplicado o teste estatis-
tico de MacNeMar 45 (1960), observou.se
que a diferenca entre a positividade do
diagnéstico clinico e a dos exames bacte-
riol6gico e/ou sorolégico, levando-se em
conta as discordancias (Tabela 7), ndo foi
significante ao nivel de 5%. Entretanto,
salientamos que dos 36 casos confirma-
dos clinicamente como sendo de coque-
luche, 14 (38,9%) mostraram-se negativos
nos exames bacteriolégico e sorolégico;
dos 10 doentes que tiveram também o
diagndstico inicial de coqueluche, o qual
ndo foi confirmado clinicamente, 6
(60,0%) foram positivos pelos exames
soroldgicos. Estas observagbes revelam
a importéncia das provas bacterioldgica
e sorolégica no diagndéstico de coquelu-
che, pois, houve casos em que a confir-
macdo diagnéstica foi obtida apenas
através das provas de laboratério, no
caso, as soroldgicas.

Devemos salientar, no entanto, que
essas provas laboratoriais, apresentam
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algumas limitagdes. Com relacdo ao iso-
lamento da B. periussis, é sabido que os
resultados podem ser obtidos j4 apés
dois a trés dias, ou apés um periodo de
tempo maijor. Segundo Lavtrop 40 (1960),
devem ser realizados exames de pelo
menos trés amostras consecutivas de
material, para se considerar o resultado
como sendo negativo. Uma outra limi-
tacdo é a fase da doenca, relativamente
ao isolamento da B. pertussis. Em nosso
estudo ja referimos que cerca de 80% dos
casos examinados apresentavam-se na
fase espasmédica, na qual a positividade
ao isolamento de B. pertussis é mais
baixa. Nestes casos, em que a doencga se
apresenta j4& em fases mais avancadas,
as provas soroldgicas podem ter grande
valor diagnéstico, medindo-se a elevacéo
do titulo de anticorpos circulantes espe-
cificos. No entanto, s vezes pode haver
dificuldade quanto a interpretagdo dos
resultados. LauTror40 (1960) comenta
a esse respeito que, na maioria das vezes,
os anticorpos aparecem na 3.* e 4.* sema-
nas de doenga, atingem o nivel mdximo
na 7. e 82 semanas, 0 qual depois dimi-
nuil. Nesta fase de declinio, pode haver
nova elevacdo do titulo de anticorpos
circulantes contra a B. pertussis, devida
a estimulos inespecificos decorrentes,
por exemplo, de infecgdes por outros
agentes.

Na presente investigacdo, pareceu-nos
conduta mais acertada, considerar a posi-
tividade sorolégica, apenas quando houve
elevacdo de titulo de anticorpos de pelo
menos 4 vezes. Isto porque, ndo estd
estabelecido um nivel minimo de anti-
corpos circulantes, de valor diagndstico,
o qual poderia ser determinado em uma
unica amostra de soro do doente, colhida
em época adequada. Em qualquer re-
gido, porém, onde seja extensiva a pré-
tica da vacinacfio contra a coqueluche, a
presengca de anticorpos no soro do
doente, observada através de uma unica

determinag¢go, poderia representar tanto
infecc@o presente, como infeccio ou imu-
nizacdo anteriores.

Em nossa pesquisa, apesar de ser
sabido que o nfvel de anticorpos decresce
apds a 7. semana de doenga, individuos
que se- apresentavam na 8° semana ou
mais, mostraram ainda elevagio dos titu-
los de anticorpos contra a coqueluche.
Houve casos, mesmo, em que a segunda
coleta do sangue ocorreu na 13:° e 14:
semanas de doenga e ainda assim obser-
vamos aumento dos titulos de anticorpos
contra a B. pertussis.

Apesar das limitagGes apresentadas,
relativas aos exames bacteriolégico e so-
rolégico, na coqueluche, estes devem ser
realizados, pois os seus resultados s&o
importantes, nfo s6 para os clinicos, mas
também & Satide Ptblica.

Como ji foi referido, segundo obser-
vacdes mais recentes, pode haver casos
apresentando sintomatologia de coque-
luche, devidos a infecgGes por adeno-
virus (Cuany et al.14, 1958; Faper &
VawTer 28, 1961; Ouson et al.49, 1964;
Corrier et al.16, 1966 e Connor 17, 1970).
Em vista disto, embora nio fosse um dos
nossos objetivos, no presente estudo,
resolvemos determinar nas amostras de
soro dos 46 casos referidos, o titulo de
anticorpos fixadores de complemento
contra adenovirus. Nestas dosagens, em-
pregouse a técnica de DRADSTREET &
Tavror? (1962) modificada, usada por
CanbE1as 12 (1968). Verificou-se que dos 46
casos, 7 (15,2%) apresentaram elevaciao
do nivel de anticorpos FC’ somente con-
tra adenovirus, 9 (19.6%) contra adenovi-
rus € B. pertussis, nesta ultima pelas
provas de aglutinacio e/ou FC' e 16
(34,8%), unicamente contra a B. per-
tussis; 14 casos (30,4%) nao revelaram
aumento do titulo de anticorpos contra
ambos 0s agentes.
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Dos 16 casos em que se observou &
elevacio do nivel de anticorpos FC'
contra adenovirus, isolouse de dois a
B. pertussis e nestes casos o diagnéstico
clinico de coqueluche foi também confir-
mado. Dos 4 restantes, ndo se isolou a B.
pertussis e destes, 7 revelaram elevagéo
do titulo circulante de anticorpos, unica-
mente contra B. pertussis e T somente
contra adenovirus. Nestes dois grupos
verificou-se nos prontudrios que a con-
firmacéo clinica do diagnédstico de co-
queluche foi, respectivamente, de 85,7%,
ou seja, em 6 casos cada.

Entretanto, dado o fato de ndo ter si-
do examinado um grupo controle, nao
nos € possivel tirar conclusGes sobre a
participacio de adenovirus no desenca-
deamento da sintomatologia de coquelu-
che, apresentada pelos doentes estuda-
dos.

6. CONCLUSOES

Segundo os resultados obtidos na pre-
sente investigacio e de acordo com &
discussdo por nés desenvolvida, acredita-
mos ter contribuido com algumas infor-
macles a respeito da coqueluche em nos-
so meio, sintetizadas nas conclusées que
passaremos & enumerar:

1. De 255 criangas apresentando sin-
tomas de cogqueluche. isolou-se a B. per-
tussis de 55 (21,6%). Nao foram isoladas
estirpes das outras espécies de bactérias
do género Bordetella, ou sejam, B. para-
pertussis e B. bronchiseplica.

2. De 129 doentes cujo diagndstico de
coqueluche foi confirmado clinicamente,
a positividade do isolamento de B. per-
tussis foi de 20,2% (26 casos). Dentre os
pacientes referidos como se encontrando
na primeira semana de doenca, a positivi-
dade foi de 40%, depois decresceu, atin-
gindo 5,6% nos casos j4 na quinta ou
mais semanas. De 26 casos ndo confirma-
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dos clinicamente, como sendo de coquelu-
che, isolou-se a B. pertussis de dois
('1,1%), dos que foram referidos como es-
tando na primeira semana de doenga.

3. Dos 46 casos estudados bacteriol6-
gica e sorologicamente, 36 (78,3%) tive-
ram o diagnéstico confirmado clinica-
mente. Destes, 22 (61.1%) revelaram re-
sultados positivos nos exames bacteriol6-
gico e/ou sorolégico. Nos 10 casos
(21,7%) restantes, o diagndéstico inicial de
coqueluche nédo foi confirmado clinica-
mente, porém, 6 (60,0%) deles revelaram
elevacdo do nfvel de anticorpos contra a
B. pertussis, através das provas sorolé-
gicas. Portanto, dos 46 doentes, através
do exame bacteriolégico e/ou das provas
soroldgicas, de fixacdo de complemento
e de aglutinacdo, foram diagnosticados
como sendo  .de coqueluche. 28 casos
(60,9%).

4. Dos 46 doentes, cujos soros foram
submetidos a provas soroldgicas, 14 ca-
sos (30,4%) revelaram elevacao do nivel
de anticorpos na prova de aglutinacéo e
19 (41,3%). na de fixacio de complemen-
to. Oito casos (174%) foram positivos
em ambas as provas; 6 (13,0%), somente
na de aglutinac¢éo e 11 (23,9%), unicamen-
te na de fixagiio de complemento. Estas
observacdes sugerem que a reacio de fi-
xagio de complemento foi mais sensivel
que a de aglutinacéo.

5. Os exames bacteriolégico e sorol6-
gico mostraram-se elementos muito im-
portantes no diagnéstico da coqueluche,
pois, através deles, confirmaram-se, co-
mo sendo desta doenca, casos suspeitos
que néo haviam sido confirmados clini-
camente. Quanto as provas sorolégicas,
acreditamos ser conveniente o emprego
concomitante da prova de aglutinacio e
de fixacdo de complemento. Note-se que
pelas nossas observacdes, se tivéssemos
realizado apenas a prova de fixacdo de
complemento, teriamos obtido 19 casos
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positivos, ao passo que o emprego de am-
bas proporcionou a evidenciacdo de 25
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Summary: Cultures from cough plates and swabs were performed in 255
children with whooping-cough symptoms, hospitalized at “Hospital de Iso-
lamento Emilio Ribas” in S. Paulo. Complement fixation and agglutination
tests for Bordetella pertussis, agglutination tests for B. parapertussis and
complement fixation tlest for adenovirus were performed in 46 children,
using two blood samples taken one month apart; the isolation results for
bacteria of genus Bordetella were correlated to the period of illness, some
of the major sympioms and the clinical diagnosis. A discussion of the
efficiency and limitations of both bacteriological and serological tests in the

diretamente na realizaciio desta pesquisa.

laboratory diagnosis is presented.

UniterMms: Whooping-cough *;

Laboratory,

diagnosis *;  Bordetella,

isolation*; Serology (complement fixation and agglutination tests).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BARROS F.0, S. D. — Coqueluche: aspec-
tos e observacdes no Rio de Janeiro,
Arq. Hig., Rio de Janeiro, 24:7-105,
1968.

2. BASTOS, C. 0. — Coqueluche. In: VE-
RONESI, R. ed. Doengas infecciosas e
parasitdirias. 42 ed. Rio de Janeiro,
Ed. Guanabara-Koogan, 1969, p.
416-23.

3. BORDET, J. & GENGOU, O. — Le mi-
crobe de la coqueluche. Ann. Inst.
Pasteur, 20:731-41,1906,

4. BORDET, J. & GENGOU, O. — Note
complémentaire sur le microbe de la
coqueluche. Ann. Inst. Pasteur,
21:720-6, 1907.

5. BRADFORD, W. L. & BROOKS, A. M. —
Cultures of material from the na-
sopharinx of patients with pertussis.
Amer. J. Dis. Child., 62:436, 1941,

6. BRADFORD, W. L. et al. — Improvement
of the nasopharingeal swab methods
diagnosis in the pertussis by the use
of penicilin. Amer. J. publ. HIth,
36:468-70, 1946.

7. BRADFORD, W. L. & SLAVIN, B. — An
organism resembling Hemophilus
pertussis with special reference to
color change produced by its growth
upon certain media. Amer. J. publ.
Hlith, 21:1277-82, 1937.

8. BRADFORD, W. L. & SLAVIN, B. — Na-
sopharingeal cultures pertussis. Proc.
Soc. erp. Biol. New York, 43:590-3,

1940.
9. BRADSTREET, C. M. P. & TAYLOR, C.
E. D. — Technique of complement-

fixation test applicable to the diag-
nosis of virus diseases. Mih Bull.
Minist. HIth Lab. Serv., 21:96-104,
1962.

429



IARIA, 8. T. — Isolamento de bactérias do género Bordetella e provas sorolégicas, a partir de

criangas com sintomas de coqueluche, atendidas no Hospital de Isolamento Emilio Ribas
de Sdo Paulo. Rev. Saide pibl, S. Paulo, 7:409-32, 1973.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

430

BREED, R. S. et al. — Bergey’s manual
of determinative bacteriology. 7th ed.
Baltimore, Williams & Wilkins, 1957,
p. 402-3.

BROWN, H. — Bacillus bronchisepticus
infections in a child with symptoms
of pertussis. Bull. Johns Hopk. Hosp.,
38:147-57, 1926.

CANDEIAS, J. A. N. — Anticorpos fixa-
dores de complemento para o virus
respiratério sincicial e adenovirus e
inibidores da hemaglutinagio para o
virus parainfluenza 1, 2 ¢ 3 numa
populacdo infantil brasileira. Rev.
Satde publ., S. Paulo, 2:44-67, 1968.

CHANG, 8. M. — Pertussis due to

Brucella bronchoseptica. Pediatrics,
6:227-8, 1950.
CHANY, C. et al. — Severe and fatal

pneumonia in infants and young
children associated with adenovirus
infections. Amer. J. Hyg. 61:367-78,
1958.

CHIEVITZ & MEYER, A. H. -— Recher-
ches sur la cogqueluche. Ann. Inst.
Pasteur, 30:503-24, 1916.

COLLIER, A. M. et al. — Generalized ty-
pe 5 adenovirus infections associated
with the pertussis syndrome, J.
Pediat., 69:1073-8, 1966.

CONNOR, J. D. — Evidence for an etio-
logic role of adenoviral infection in
pertussis syndrome. New Engl. J.
Med., 283:390-4, 1970.

CORREA, A. et al. — Pesguisa de casos
de paracoqueluche entre criancas re-
sidentes em habitacdo coletiva da ci~
dade de Sao Paulo. Rev. med.
IAMSPE, 1:6-8, 1970.

CRUICKSHANK, R — Postnasal swab in
diagnosis of pertussis. Lancet, 1:176-7,
1944.

CRUICKSHANK, R. et al. — Diagnosis of
whooping-cough: comparison of se-
rological tests with isolation of B.
pertussis. Brit. med. J., 4:637-9, 1970,

CUNHA, R. — Contribuicdo ao estudo
bacteriolégico da coqueluche, Hospi-
tal, Rio de Janeiro, 23:117-45, 1943.

22.

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

DONALD, A. B. —
whooping-cough.
2:613-8, 1938.

The diagnosis of
Brit. med. J.,

ELDERING, G. & KENDRICK, P. —
Bacillus parapertussis: a species re-
sembling both Bacillus pertussis and
Bacillus bronchisepticus but identi-
cal with neither. J. Bact., 35:561-72,
1938.

ELDERING, G. & KENDRICK, P. — In-
cidence of parapertussis in the
Grand Rapids Area as indicated by
16 years experience with diagnostic
cultures. Amer. J. publ. HIlth, 42:27-
31, 1952.

ESMINGER, P. W. — Pigment production
by Haemophilus parapertussis. J.
Bact., 65:509-10, 1953.

EVANS, D. G. & MAITLAND, H. B. — The
faillure of whooping-cough sera %o
neutralise pertussis toxin. J. Path.
Bact., 48:465-7, 1939.

EVANS, D. G. & MAITLAND, H. B. —
Agglutinations as a diagnostic test
for whooping-cough. J. Path. Bact.,
48: 468-70, 1939.

FARBER, S. & VAWTER, G. F. — Clini-
cal  pathological conference. J.
Pediat., 58:876-82, 1961.

FRAWLEY, J. M. — A study of the virus
factor in whooping-cough. J. Pediat.,
16:18-9, 1940.

GARDNER, A. D. & LESLIE, P. H. —
Early diagnosis of whooping-cough
by the droplet method. With a note
on vaccines and their use. Lancet
1:9-12, 1932.

>

GUNDEL, M. SCHLUTER, W. —
Die serologie des keuchhustens. Z.
Immun. Forsh, 81:218-51, 1933/34.

KENDRICK, P. et al. — Mouse protection
test in the study of pertussis vacci-
ne. Amer. J. publ. Hlth, 30:803-10,
1947,

KENDRICK, P. et al. — Whoopingcough.
In: AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASBSOCIATION. Diagnostic procedu-
res and reagents. 4th ed. New York,
1963. p. 398-413.



IARIA, S. T. — Isolamento de bactérias do género Bordetella e provas sorolégicas, a partir de

criangas com sintomas de coqueluche, atendidas no Hospital de Isolamento Emilio Ribas
de Séo Paulo. Rev. Saide publ., S. Paulo, 7:409-32, 1973.

34.

35.

36.

a7.

38.

39.

40.

41,

42.

43.

44,

45.

46.

KENDRICK, P. & ELDERING, G. —
Cough plate examinations for B. per-
tussis. Amer. J. pubdbl. Hith, 24:309-
18, 1934.

KENDRICK, P. & ELDERING, G. — Sig-
nificance of bacteriological methods
in the diagnosis and control of
whooping-cough. Amer. J. pudbl. Hlth,
25:147-55, 1935.

KENDRICK, P. et al. — Fluorescent an-
tibody techniques (methods for iden-
tifications for Bordetella pertussis).
Amer. J. Dis. Child., 101:149-54, 1961,

KENDRICK, P. et al. — Hemophilus per-
tussis. In: AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION — Diagnos-
tic procedures and reagents. 3rd ed.
New York, 1950. p. 136-55.

KRISTENSEN, B. — Occurence of Bordet-
Gengou bacillus, J.Amer. med. Ass.,
101:204-6, 1933.

LACEY, B. W. — A new selective medium
for Hemophilus pertussis, containing
a diamidine, sodium fluoride and
penicilin, J. Hyg., 52:271-303, 1954.

LAUTROP, H. — Laboratory diagnosis of
whooping-cough or Bordetella in-
fections. Bull. Wid HIth Org. 23:15-
381, 1960,

LIMA, C. — Diagndstico e vaccinothera-
pia da coqueluche. An. paul. Med.
Cirug., 24:95-8, 1932,

McCORDOCK, H. A. — Intranuclear in-
clusions in pertussis. Proc. Soe. exp.
Biol., 29:1288-91, 1931/32.

MACDONALD, H. & MACDONALD, E. J.
— Experimental pertussis. J. infect.
Dis., 53:328-30, 1933.

MACLEAN, I. H. — A modification of the
coughplate method of diagnosis in

whooping-cough. J. Path. Bact.,
45:472-3, 1937.
MACNEMAR, Q. — Psychological statis-

tics. 2nd ed. New York, Wiley, 1960.

MEDICAL RESEARCH COUNCIL. — The
prevention of whooping-cough by
vaccination. Brit. med. J., 2:1463-70,
1951,

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

MILLER JR., J. J. et al. — Comparison
of whooping-cough and pertussis
carriers. Amer. J. publ. Hlth, 33:839-
43, 1943,

NELSON, J. D. — Whooping-cough — vi-
ral or bacterial disease? New Engl. J.
Med., 283:428-9, 1970.

OLSON, L. C. et al. — Acute infections
lymphocytosis presenting as a per-
tussis-like illness: its association
with adenovirus type 12. Lancet,
1:200-1, 1964.

PEREIRA, M. S. & CANDEIAS, J. A, N.
— The association of viruses with
clinical pertussis, 1971. J. Hyg. Camb,
69:399-403, 1971.

PRESTON, N. W. — Pertussis agglutinins
in the child. In: INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON PERTUSSIS, 25th,
Bilthoven, 1969. Proceedings. Min-
chen, S. Karger, 1970. p. 121-5. (Sym-
posia Series Immunobiological Stan-
dardization, v. 13).

PRESTON, N. W. & Te PUNGA, W, A, —
The relation between agglutinin pro-
duction by pertussis vaccines and
their immunising potency imoce. J.
Path. Bact., 78:209-16, 1959,

PRICE, I. N. O. — The gonococcal fixa-
tion test: further improvements in
technique resulting in increased sen-
sitivity, J. Path. Baect., 35:635-6, 1932,

RICH, A. R. et al. — Experiments upon
the cause of whooping-cough. Scien-
ce, 76:330-1, 1932.

RICHARDSON, G. M. — Preservation of
liquid complement serum. Lancet,
2:696-7, 1941.

SAITO, T. M. et al. — The nasopharingeal
swab in the diagnosis of pertussis.
Amer. J. publ. HIlth, 32:471-4, 1942.

SAUER, L. W. & HAMBRECHT, E. — Ex-
perimental whooping-cough, Amer. J.
Dis. Child., 37:732-44, 1929,

SILVERTHORNE, N. & FRASER, D. T. —
The Dbacteriological diagnosis of
whooping-cough. Canad. med. Ass. J.,
32:367-70, 1935.

STRAKER, E. A. & WESTWATER, J. B.
__ The bacterial diagnosis of whoop-
ing-cough. Lancet, 2:565-7, 1937.

431



IARIA, 8. T. — Isolamento de bactérias do género Bordetella e provas sorolégicas, a partir de
criangas com sintomas de coqueluche, atendidas no Hospital de Isolamento Emilio Ribas
de Sdo Paulo. Rev. Saude publ., S. Paulo, 7:409-32, 1973.

60. UBATUBA, A. — Bacteriologia da coque-
luche. Identificagcio das bordetelas
isoladas de criangas no Rio de Janei-
ro. Hospital, Rio de Janeiro, 75:105-
15, 1969,

6l. VYSOKA — BURIANOVA, B, et al. —
Experiences with a new combined
vaccine against B. parapertussis,
diphtheria, tetanus and B. pertussis
employed in a field trial in Prague

432

10. J. Hyg. Epidem. Prague 14:481-7,
1970.

62. WINHOLT, W. — Complement fixation
in whooping-cough. J. infect. Dis.
16:389-98, 1915,

63. WINTER, J. L. — Development of anti-
bodies in children convalescent from
whooping-cough. Proc. Soc. Ezp.
Biol., 83:866-70, 1953.

Recebido para publicagdo em 17-9-1973

Aprovado para publicagdo em 9-10-1973





