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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Bordetella pertussis; Objetivo: Identificar preditores clinicos, laboratoriais e radioldgicos da infeccao por
Coqueluche; Bordetella pertussis.

Infeccéo; Métodos: Trabalho retrospectivo, com analise de prontuarios clinicos de todos os
Coinfeccao individuos submetidos ao diagnostico molecular (qPCR) para B. pertussis de setembro

de 2011 a janeiro de 2013. Foram revistos dados clinicos e laboratoriais, incluindo
informacodes sobre idade, sexo, sinais/sintomas, tempo de hospitalizacao, contagens de
células sanguineas, exames de imagem, co-infeccao com outros patdgenos respiratorios,
e evolucéo clinica.

Resultados: 222 casos foram revistos, do quais 72,5% tinham coqueluche confirmada,
sendo 60,9% menores de um ano de idade. Foram observados preditores independentes
para B. pertussis em pacientes com menos de seis meses de idade. Nesses casos, 0s
preditores identificados foram cianose (OR 8,0; ClI 95% 1,8-36,3; p=0,007) e contagem
de linfocitos >10%/pL (OR 10,0, Cl 95% 1,8-54,5; p=0,008). Preditores de coqueluche nao
puderam ser determinados para criancas maiores de 6 meses de idade. Coinfeccao foi
encontrada em 21,4% dos pacientes, dos quais 72,7% tinham até seis meses de idade,
sendo que o adenovirus foi o agente mais comum (40,9%). Nesses individuos, nao foram
observadas caracteristicas clincias capazes de distinguir pacientes com co-infeccao,
porém foi verificado um maior tempo de internacao hospitalar nos pacientes com mais
de um agente infeccioso detectado (12 vs. 6 dias; p=0,009).

“Estudo conduzido na Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil.
*Autor para correspondéncia.
E-mail: acpasqualotto@hotmail.com (A.C. Pasqualotto).
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Conclusées: Cianose e linfocitose sao preditores independentes para coqueluche em
criancas com até seis meses de idade.
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direitos reservados.

Clinical, laboratorial and radiographic predictors of Bordetella pertussis infection

Abstract
Objective: To identify clinical, laboratorial and radiographic predictors for Bordetella

Methods: This was a retrospective study, which analyzed medical records of all patients
submitted to a molecular dignosis (qPCR) for B. pertussis from September 2011 to
January 2013. Clinical and laboratorial data were reviewed, including information about
age, sex, signs/symptoms, length of hospitalization, blood cell counts, imaging findings,
coinfection with other respiratory pathogens and clinical outcome.

Results: 222 cases were revised. Of these, 72.5% had proven pertussis, and 60.9% were
under 1 year old. In patients aging up to six months, independent predictors for B.
pertussis infection were cyanosis (OR 8.0, Cl 95% 1.8-36.3; p=0.007) and lymphocyte
count >10*/pL (OR 10.0, Cl 95% 1.8-54.5; p=0.008). No independent predictors of B.
pertussis infection could be determined for patients older than six months. Co-infection
was found in 21.4% of patients, of which 72.7% were up to six months of age. Adenovirus
was the most common agent (40.9%). In these patients, we were not able to identify
any clinical features to detect patients presenting with a respiratory co-infection, even
though longer hospital stay was observed in patients with co-infections (12 vs. 6 days;

Conclusions: Cyanosis and lymphocytosis are independent predictors for pertussis in

© 2014 Sociedade de Pediatria de Sao Paulo. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

Infection;
Coinfection pertussis infection.
p=0.009).
children up to 6 months old.
reserved.
Introducao

Pertussis ou coqueluche é uma infeccao aguda do trato
respiratério causada por Bordetella pertussis, e classifica-
da entre as 10 principais causas de mortalidade infantil.’
Um numero crescente de surtos de coqueluche foi relatado
nos ultimos anos, apesar da cobertura vacinal. De fato,
nas ultimas décadas, a faixa etaria dos individuos afetados
parece ter sido ampliada, e a incidéncia de coqueluche
em adolescentes e adultos tem aumentado.?® E essencial
o reconhecimento imediato dos pacientes com essa condi-
cao, pois a demora no diagnostico pode resultar em inicio
tardio do tratamento antibidtico, posteriormente aumen-
tando o potencial de transmissao secundaria.® No entanto,
o diagnostico clinico de coqueluche é de dificil execucao,
ja que as manifestacdes clinicas podem variar de acordo
com o estado de imunizacao, idade do paciente e as fases
da doenca.?57®

Estudos anteriores ja haviam avaliado o impacto da
deteccao concomitante de B. pertussis com outros agentes
respiratorios,’'° sugerindo que a infeccdo por B. pertussis
pode ser mais grave nesse contexto.!'* Infeccoes respira-
torias mistas foram relatadas em criancas em varios pai-
ses,™ mas acredita-se que sua verdadeira incidéncia seja
ainda maior.">"3

O objetivo desse estudo foi descrever o perfil clinico
de pacientes com suspeita de infeccao por B. pertussis,

e identificar os preditores clinicos, laboratoriais e radio-
graficos para a infeccao por B. pertussis. Também tivemos
como objetivo determinar a frequéncia de infeccdes conco-
mitantes do trato respiratorio nessa populacdo, bem como
determinar se coinfeccoes estavam associadas a maior mor-
bidade e/ou mortalidade em pacientes com infeccao por
B. pertussis.

Métodos

Estudo retrospectivo de série de casos realizado na Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre, Brasil, de setembro
de 2011 a janeiro de 2013. Estudamos pacientes com sus-
peita de infeccao por B. pertussis submetidos a diagnostico
molecular realizado no Laboratério de Biologia Molecular da
Santa Casa. Foram incluidos pacientes internados e pacien-
tes com suspeita de infeccao que buscaram atendimento no
pronto-socorro ou em consultorio médico no hospital.
Todos os pacientes que foram testados para coquelu-
che por reacao da polimerase em cadeia em tempo real
(PCRq) durante o periodo de estudo, independente da
idade, foram estudados. Analisamos material de secre-
cao nasofaringea coletados pela equipe de enfermagem
do hospital. Os dados clinicos e laboratoriais foram extra-
idos em um formulario clinico padronizado, incluindo
informacdes sobre idade, sexo, sinais/sintomas, tempo
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Tabela 1 Distribuicao etaria e resultados da qPCR em
pacientes com suspeita de infeccao por pertussis

qPCR (n)
Idade Negativo Positivo Total
0-1 més 4 23 27
2-6 meses 15 60 75
7-12 meses 13 15 28
1-4 anos 12 31 43
5-9 anos 11 17 28
10-19 anos 5 13 18
40-59 anos 1 2 3
Total 61 161 222

gPCR, teste de reacao em cadeia da polimerase em tempo real

de internacao, hemograma, exames de imagem do térax,
deteccdo concomitante de outros patdgenos respiratorios
e evolucdo clinica. Esse estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica da instituicdo (n°. 115333), e todos os pesquisa-
dores assinaram um termo de compromisso para utilizar
o prontuario do paciente, garantindo a confidencialidade
desse estudo.

O teste de PCRq in-house utilizado nesse estudo esta
disponivel na instituicdo desde 2011. Em resumo, o DNA
foi extraido com QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Califérnia,
Estados Unidos) e armazenado a -80°C. gPCR foi realiza-
da utilizando Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen™, Life Technologies, Nova York, Estados Unidos).
Primers (0.2 uM cada) foram ACGCAGTGGCCTACTACCAG e
GCGGTAAGGTCGGGTAAAG. Todas as reacdes incluiam um
controle positivo (DNA extraido de cepa ATCC gentilmen-
te cedida pela Fiocruz), controle negativo e um controle
interno (HUPO), em reacdes de 25 ul. As condicdes da qPCR
foram 2 minutos a 50°C, 5 minutos a 95°C, 45 ciclos de
15 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C, seguidos de 15
segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 30 segundos a 95°C e

15 segundos a 60°C. Um teste positivo de PCRq foi consi-
derado um teste confirmatdrio para a coqueluche, enquan-
to um PCRq negativo foi considerado como a auséncia da
doenca.

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se
o software SPSS, versao 17 (SPSS Statistics for Windows,
Chicago, Estados Unidos). Os pacientes com resultados
positivos e negativos de PCRq para B. pertussis foram com-
parados. O teste do qui-quadrado foi utilizado para varia-
veis categoricas, e o teste de Mann-Whitney foi utilizado
para dados continuos. A significancia foi estabelecida em
a<0,05. A analise multivariada foi realizada para identificar
preditores independentes para a infeccao por B. pertussis.

Resultados

Os registros médicos de 222 pacientes com suspeita de infec-
cao por B. pertussis foram revisados. Entre esses, PCRq con-
firmou infeccao por B. pertussis em 161 (72,5%) pacientes. A
maioria foi testada apenas por PCRq. Quatro pacientes foram
submetidos (com resultado negativo) a teste diagndstico adi-
cional, incluindo sorologia e cultura. Entre os casos positivos
de PCRq, 60,9% tinham menos de 1 ano de idade, e 52,8%
eram do sexo masculino. A tabela 1 mostra a distribuicao
etaria de acordo com resultados de PCRg. As manifestacoes
clinicas mais comuns foram tosse (100%), cianose (59,6%),
pletora (49,7%), vomitos pos-tosse (37,9%), febre (34,2%),
esforco respiratorio (36%) e tosse convulsa (15,5%).

A maioria dos pacientes com cianose tinha até um ano
de idade (81,3%), mas esse sintoma também foi observado
em criancas mais velhas e adolescentes de até 13 anos.
O tempo de intervalo mediano entre o inicio dos sinto-
mas e o envio das amostras para testes de PCRq foi de 15
dias (variacao de 1-60 dias), contra 19 dias no grupo PCRq
negativo (p=0,49). Nos pacientes PCRq positivos, a princi-
pal alteracao na radiografia de torax foi infiltrado difuso
(58,3%), seguido por pulmoées hiperaerados (22,8%) e ate-
lectasia (16,5%). As médias [variacao] de células sanguineas

Tabela 2 Dados clinicos e laboratoriais de pacientes com resultados positivo e negativo de qPCR para pertussis

n PCRq positivo PCRq negativo  p-valor Razao de chances (1C95%)

Achados clinicos

Idade (meses), mediana 222 6,0 12,0 0,027

Cianose 222 96 (59,6%) 20 (32,8%) <0,0001 3,03 (1,62-5,63)

Pletora 222 80 (49,7%) 14 (23,0%) <0,0001 3,31 (1,69-6,49)

Tosse convulsa 222 25 (15,5%) 01 (1,60%) 0,004 11,02 (1,46-83,28)

Vomito pos-tosse 222 61 (37,9%) 19 (31,1%) 0,3 1,34 (0,71-2,52)
Alteracées radiogrdficas

Infiltrado difuso 179 74 (58,3%) 26 (50,0%) 0,3 1,39 (0,73-2,66)

Pulmao hiperaerado 179 29 (22,8%) 07 (13,5%) 0,1 1,9 (0,77-4,66)

Atelectasia 179 21 (16,5%) 15 (28,8%) 0,6 0,48 (0,22-1,04)
Laboratorial, média

Contagem de leucdcitos/pL 137 21,607 13,011 <0,0001

Contagem de linfocitos/pL 137 11,515 4,989 <0,0001

Porcentagem de linfocitos 137 53,6 36,4 <0,0001

Contagem de plaquetas/pL 137 503,205 422,971 0,019

IC, intervalo de confianca; qPCR, teste de reacao em cadeia da polimerase em tempo real.
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Tabela 3 Doses de vacina recebidas distribuidas por idade

Imunizacao
atrasada

Segundo
reforco

Primeiro

Trés

Duas

Imunizacdao Nenhuma Uma

Duas Trés Primeiro Segundo
reforco atrasada

Uma

Nenhuma

doses doses reforco

dose

reforco

doses

doses

dose

PCR- (n = 29)

=92)

PCR+ (n

0%

0%
39%

0-1 meses

50%
40%

0
0
0
0

17

11
2

1

2-3 meses

53%
41%

4-5 meses

38%
0%

10

6-14 meses
15 meses-
4 anos

29%

0

17%

0%

0

> 4 anos
Total

6 (20,7%)

3 (10,3%)

5(17,2%) 5 (17,2%) 5 (17,2%)

5 (17,2%)

6 (6,5%)

24 (26,1%) 12 (13%) 12 (13%) 5 (5,4%)

33 (35,9%)

(% quando indicadas) foram as seguintes: 21.607 [6.470-
99.700] (células brancas do sangue); [11.515] 367-43.908
(linfocitos); 53,6% [5,5-78,0%] (porcentagem de linfécitos);
e 503.205 [150,000-946,000] (plaquetas).

A mortalidade geral em pacientes com infeccao por B.
pertussis foi de 2,5%; todos tinham 3 meses de idade ou
menos. A comparacao dos dados clinicos e laboratoriais de
pacientes com resultados positivos e negativos de PCRq
para coqueluche é apresentada na tabela 2.

Do total de pacientes, 164 foram hospitalizados (73,8%).
A taxa de hospitalizacao em idade até 6 meses foi de 94%
(contra 56,6% em pacientes com mais de 6 meses; p<0,001).
Além da idade, caracteristicas laboratoriais também foram
preditoras de hospitalizacao em coqueluche: linfocitose
(p=0,001), leucocitose (p=0,001) e trombocitose (p<0,001).
Nao houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos (hospitalizado vs. ambulatorial) em relacao ao
resultado da PCRq (75,1% em PCRg+ vs. 70,4% em PCRqg-,
p=0,4) e presenca de coinfeccoes (95% em coinfectados vs.
91,3% em nao coinfectados, p=0,5).

Dados de imunizacao foram relatados em apenas 54,5%
dos casos. Os dados disponiveis mostram que 62% dos casos
positivos e 31% dos negativos receberam nenhuma ou ape-
nas uma dose da vacina contra a B. pertussis, enquanto
apenas 6,5% dos casos positivos (contra 20,7% dos casos
negativos) tiveram a imunizacao completa no Brasil, isso
consiste em 3 doses e 2 reforcos da vacina. Apesar desse
contraste de porcentagens, nao houve diferenca estatisti-
camente significativa entre os grupos (p=0,068). A imuni-
zacao recebida de acordo com a faixa etaria € mostrada
na tabela 3.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: criancas de
até 6 meses, e pacientes com mais de 6 meses. Preditores
de infeccao por B. pertussis na analise univariada para
pacientes com idade até 6 meses foram cianose (OR: 5,32,
IC 95%: 1,79-15,8, p=0,001), pletora (OR: 4,49, IC 95%:
1,54-13,1, p=0,004), contagem de leucdcitos (p=0,031),
contagem de linfocitos (p<0,0001), e a porcentagem de
linfocitos (p=0,002).

Na analise multivariada, cianose (OR: 8,0, IC 95%: 1,8-
36,3, p=0,007) e contagem de linfocitos >10*/mL (OR: 10,0,
IC 95%: 1,8-54,5, p=0,008) foram preditores independentes
para coqueluche em criancas menores de 6 meses de idade.
As Unicas variaveis associadas a coqueluche em pacientes
com idade superior a 6 meses na analise univariada foram
contagem de leucocitos (p=0,019) e contagem de linfdcitos
(p=0,018). A presenca de atelectasia foi associada a pre-
senca de outros diagnosticos diferentes de coqueluche (OR:
0,2, IC 95%: 0,07-0,88, p=0,024) nesse grupo de pacientes.
Na analise multivariada, nenhuma variavel estava associa-
da a coqueluche em pacientes com mais de 6 meses de
idade.

Um total de 103 pacientes com infeccao por B. pertussis
confirmada também foram testados para outros patégenos
respiratorios. Co-deteccao foi encontrada em 21,4% desses
pacientes, dos quais 72,7% tinham 6 meses de idade ou
menos, 13,6% tinham idade superior a 6 meses, mas menos
de 1 ano, e 13,6% tinham entre 1 e 4 anos de idade. A figura
1 mostra a frequéncia de codeteccao de outros patoge-
nos respiratorios em pacientes com coqueluche. Nao hou-
ve diferenca estatisticamente significativa entre a idade
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Figura 1

e a distribuicao de patégenos (p=0,71). Pacientes com co-
deteccao de coqueluche e outros patdgenos respiratorios
apresentaram maior tempo de internacao hospitalar (12 vs.
6 dias; p=0,009) e mais atelectasia na radiografia de torax
(38,1% vs. 16,7%; OR: 3,3, IC 95%: 1,1-9,5, p=0,023).

Discussao

Nesse trabalho, analisamos os prontuarios de 222 pacien-
tes com suspeita de infeccao por B. pertussis. Desses, o
diagnodstico de coqueluche foi confirmado em 72,5% por
meio de PCRq. Considerando que apenas quatro pacien-
tes também foram submetidos a outro teste diagnostico
para comparacao (sorologia ou cultura), concluimos que
um resultado negativo da PCRq indica auséncia da doenca.
Entretanto, todos os pacientes estavam em um momento
semelhante da doenca quando foi realizado o diagnéstico
molecular.

Como esperado, a maioria dessas criancas tinha um ano
de idade ou menos (60,9%), o que esta de acordo com dados
anteriores que relataram taxas entre 50% e 64,6% nessa
faixa etaria.’s'® Recentemente, foi relatado um aumento
significativo na incidéncia de coqueluche em adolescentes
e adultos.2-3 Entretanto, nesse estudo, poucos individuos
com PCRq positivo tinham mais de 15 anos de idade (1,8%).
Esse fato pode ser justificado pela heterogeneidade nas
manifestacoes clinicas da coqueluche, em associacao a um
baixo indice de suspeita entre os médicos para tal condicao
em pacientes adultos.>'72

E um fato bem conhecido que a coqueluche pode apre-
sentar diferentes manifestacoes de acordo com a idade do
paciente, quando na faixa etdria pediatrica.>>%?'"22 Nesse
trabalho, estratificamos os pacientes em dois grupos dis-
tintos: criancas de 6 meses de idade ou menos, e pacientes
com mais de 6 meses. Nossos resultados sugerem que as
manifestacdes classicas da coqueluche variam de acordo

Frequéncia de codeteccdo de outros patdgenos respiratorios em pacientes com infeccdo por Bordetella pertussis.

com a idade dos pacientes e, presumivelmente, de acordo
com o numero de doses de vacina contra B. pertussis que
receberam. Por exemplo, em criancas mais jovens (ou seja,
<6 meses de idade), coqueluche estava associada a presen-
ca de cianose, pletora, contagem de leucocitos, contagem
de linfocitos e porcentagem de linfocitos. A analise mul-
tivariada mostrou que cianose e a contagem de linfocitos
eram capazes de prever a presenca de coqueluche nesse
grupo de pacientes.

Por outro lado, pacientes mais velhos (ou seja, idade >6
meses) apresentaram menos sintomas classicos da coquelu-
che, e nenhuma variavel pode ser associada de forma inde-
pendente a coqueluche. Esses dados sao semelhantes aos
dados relatados anteriormente, mostrando que os pacien-
tes que foram imunizados contra a coqueluche podem
desenvolver a doenca com apresentacoes atipicas.>®'#2° O
achado tipico mais comum, que parece estar presente em
todas as faixas etarias, € a tosse prolongada.”'®"°

Sabe-se que a cianose é um dos sintomas classicos da
coqueluche,?® e a leucocitose atribuivel a linfocitose tam-
bém é reconhecida como uma caracteristica de coquelu-
che.”?3% Nesse estudo, a linfocitose nao foi apenas uma
caracteristica, mas também um preditor independente
para a infeccao por B. pertussis em lactentes jovens. O
ponto de corte (10%/uL) foi semelhante aos encontrados
em estudos anteriores.??> Esses dados sugerem que a ocor-
réncia de cianose deve aumentar a suspeita do pediatra de
infeccao por B. pertussis, particularmente na presenca de
linfocitose em uma crianca pequena.

A co-deteccao de B. pertussis com outros agentes res-
piratorios ja foi relatada anteriormente,'??22° e pode ser
na verdade subestimada.'>' Foi relatado que a toxina da
coqueluche pode suprimir a resposta imune inata e sensibi-
lizar o hospedeiro a um patogeno respiratorio secundario.™
Em nosso estudo, encontramos uma incidéncia de 21,4% de
infeccdes mistas; os patogenos mais frequentes associados a
B. pertussis foram adenovirus, VRS, e virus da Parainfluenza
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tipo 3. Esses virus (especialmente VRS) também foram
encontrados em alguns estudos anteriores.?226-2°

A avaliacao de dados laboratoriais de lactentes de até 6
meses de idade mostrou que a porcentagem de linfocitos é
significativamente diferente (e maior) entre pacientes com
co-deteccao de outros patogenos respiratorios e pacientes
com identificacao apenas de coqueluche. Estudos ante-
riores associaram a presenca de infeccao mista a maior
gravidade da doenca.''* Nesse trabalho, os pacientes com
co-deteccao de patdgenos apresentaram um maior periodo
de internacao hospitalar, reforcando a associacao entre a
infeccao mista e doenca mais grave. Por outro lado, confor-
me relatado em outros trabalhos, nao pudemos distinguir de
forma confiavel as caracteristicas clinicas de criancas com
infeccao mista quando comparadas aquelas com deteccao
apenas de coqueluche. 12222627 Além disso, é importante
notar que menos de 50% de nossos pacientes foram testa-
dos para outros patdgenos, e esses resultados devem ser
considerados com cautela.

Esse estudo apresenta algumas limitacdes que devem ser
mencionadas. Tendo em vista seu carater retrospectivo e o
fato de que as amostras foram obtidas por conveniéncia,
alguns dados estavam faltando na analise, particularmente
aqueles relacionados ao histdrico de imunizagoes, exames
clinicos e laboratoriais, e os testes de coinfeccao. Apesar
disso, conseguimos estudar um grande nimero de pacien-
tes e, na maior parte das outras variaveis, a informacao
ausente era minima. Outra limitacao foi o pequeno nime-
ro de pacientes adultos incluidos no estudo - logo, nossas
conclusoes nao podem ser extrapoladas para este grupo de
pacientes.

Um nUmero crescente de surtos de coqueluche foi rela-
tado, apesar da cobertura vacinal.?® Nao esta claro qual
é o fator contribuinte para o ressurgimento da coquelu-
che, mas o enfraquecimento da imunidade, melhoria do
rastreamento e do diagndstico, bem como a adaptacao
de cepas circulantes de Bordetella pertussis podem estar
ser envolvidos.® Entretanto, a forma mais importante e efi-
caz para controlar a coqueluche continua sendo a vacina-
cao.’ Garantir a cobertura vacinal mais ampla, bem como o
desenvolvimento de estratégias mais recentes para evitar o
declinio da imunidade apds a vacinacao contra coqueluche
e a doenca - como doses de reforco em adolescentes e
adultos - é algo altamente desejavel.24>

A infeccdo por B. pertussis é uma doenca comum que
afeta todas as faixas etarias. Os médicos devem estar
cientes dessa condicao, realizar o diagnostico em tempo
habil e iniciar o tratamento precocemente, evitando a
transmissao secundaria da doenca. Esse trabalho mostrou
que as criancas podem manifestar caracteristicas clinicas
e laboratoriais que podem auxiliar o médico na suspei-
ta da presenca de coqueluche. Embora as criancas com
6 meses de idade ou mais e adultos possam apresentar
manifestacoes atipicas da coqueluche, o diagnostico sem-
pre deve ser considerado nesses pacientes, na presenca
de tosse prolongada.
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