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RESUMO: Em 30 cepas de Bordetella pertussis isoladas de criangas com
coqueluche, atendidas no Hospital de Isolamento Emilio Ribas de Sdo Paulo, foram
pesquisados os antigenos aglutinantes “major” 1, 2 e 3. Levando-se em conta a
presenga combinada dos trés antigenos, as provas de soro-aglutinagcdo rdpida em
ldmina revelaram que 25 (83,3% ) cepas possuiam os fatores 1, 2 e 3, enquanto
que 3 (10,09 ) e 2 (6,7 ) foram positivas, somente, para 1, 2 e 1, 3. respectiva-

mente.

antigeno no preparo de vacinas.
UNITERMOS: Coqueluche,

Coqueluche, vacina.

diagndstico de laboratorio.

Os resultados foram discutidos, considerando-se a importdncia deste

Bordetella pertussis.

INTRODUCAO

No passado considerava-se a Bordetella
pertussis como um unico tipo antigénico.
Leslie « Gardner 12 (1931), porém, verifica-
ram que estas bacterias podem apresentar-se
em 4 fases: I, I, Il e IV. Quando recen-
temente isoladas, elas se apresentam na fa-
se | e lisa e, através de sub-culturas ou em
culturas velhas, vao sofrendo modificacoes
até chegarem a fase IV, tornando-se rugo-
sa e avirulenta. As fases Il e IIl sdo in-
termediarias.

Estudando cepas de B. pertussis, B. para-
pertussis e B. bronchiseptica, muitos anos
mais tarde, Andersen! (1952) observou,

através da prova de aglutinacdo, a presen-
¢a de dois tipos de antigenos, sendo um do
tipo “O7, termoestavel e comum as trés
espécies e um do tipo “K”, de envoltorio.
compreendendo varios fatores termolabeis.
Esse autor denominou os fatores “K” ter-
molabeis de a, al, a2, a3, a4, a5 ¢ | para
a B. periussis, b, bl ¢ g para B. paraper-
tussis e ¢, ¢l, d, dl e g para a B. bronchi-
septica.  Um ano mais tarde, os antigenos
“K” da B. pertussis foram denominados I,
2, 3, 4 e 5, apos terem sido estudadas cepas
isoladas, empregando-se soros monoespecifi-
cus absorvidos (Andersen =, 1953).
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Eldering e col.® (1957) num estudo so-
bre antigenos termoldbeis, por meio da téc-
nica de absorcdo de aglutininas e da prova
de soro-aglutinacdo, identificaram nas bac-
térias do género Bordetella, 14 fatores anti-
génicos “K”, numerados de | a 14. Segun-
do estes pesquisadores, na B. pertussis o
antigeno | mostra-se presente em todas as
cepas e as diferengas soroldgicas sdo dadas
pela presenca ou auséncia dos antigenos 2,
3, 4, 5 e 6, em combinaghes varias; na B.
parapertussis o antigeno comum ¢é o 14, po-
rém pode conter também os de numeros 8,
9 e 10; com relagdo a B. bronchiseptica, o
antigeno comum é o 12, podendo possuir
também os de numeros 8, 9. 10 e 11. O
antigeno 13 pode estar presente nas B. per-
tussis e B. bronchiseptica e o 7 é comum
as trés espécies. Este ultimo € menciona-
do por Kendrick e col. 1 (1970) como “an-
tigeno hipotético” Da forma “S” ou lisa
de B- pertussis, varios componentes anti-
génicos tém sido isolados, como toxinas,
aglutinogénios (Flosdorf & Kimball (1940),
citados por Bradford® 1965) e antigenos
ditos protetores (Bradford?, 1965).

Pelo exposto, parece que a estrutura an-
tigénica da B. pertussis ndo esta, até o
momento, totalmente bem conhecida. O seu
conhecimento, porém, é muito importante
porque dele depende o preparo de vacinas
eficientes para a adequada imunoprofilaxia
da coqueluche.

A este respeito, é importante referir as
investigacdes realizadas por Preston & Pun-
ga 2, Preston192¢ (1963 e 1965) Preston
& Evans 2t (1963), os quais relacionaram a
eficiéncia de vacinas com os antigenos “K”
presentes nas mesmas e em estirpes de B.
pertussis isoladas de doentes.

No Brasil, poucas pesquisas foram feitas
sobre a eficiéncia de vacinas contra a co-
queluche, entre elas a de Lima & Arantes1®
(1943) relativamente ao preparo e doses a
serem aplicadas e, a de Sampaio 25 (1954)

o qual estudou, empregando vacina impor-
tada, a capacidade de producdo de anticor-
pos em criancas, medida através de provas
de soro-aglutinacdo. Entretanto. objetivan-
do o conhecimento da presen¢a dos antige-
nos agiutinantes “major” 1, 2 e 3 em cepas
de B. pertussis isoladas de doente
com coqueluche, apenas uma investigagio
foi realizada em nosso meio, no Rio de jJa-
neiro (Ubatuba & Salmito sv, 1970).

O presente estudo tem por finalidade ve-
rificar a presenca desses antigenos em ce-
pas de B. pertussis, isoladas de criangas
com coqueluche, atendidas no Hospital de
Isolamento Emilio Ribas de Sido Paulo.

MATERIAL E METODOS

Logo apos terem sido identificadas mor-
folégica, bioquimica e sorologicamente, 30
cepas de B. pertussis, isoladas em 1969 e
1970 de criangas com coqueluche atendidas
no Hospital de Isolamento Emilio Ribas de
Sao Paulo (laria 1v, 1973), foram submetidas
a provas de soro-aglutinacdo rapida, a fim
de ser determinada a presenca dos antige-
nos aglutinantes “major” 1, 2 e 3.

Nestas provas foram empregados soros
mono-especificos contra os antigenos agiu-
tinantes 1, 2 ¢ 3%

As referidas provas de soroaglutinacdo
foram realizadas empregando-se a técnica
de Preston19 (1963). Assim, inicialmente,
prepararam-se suspensdes espessas das ce-
pas de B. pertussis, em solugdo de cloreto
de sodio a 0,85%, partindo-se de culturas
com 48 horas a 35°C, em meio de Bordet
& Gengou contendo 509% de sangue des-
fibrinado de carneiro. A seguir foram
misturadas, em laminas separadas, uma
gota de suspensdo bacteriana e uma gota
de soros monoespecificos anti-antigenos
1, 2 e 3. A homogeneizacdo das misturas

* Soros preparados e gentilmente celidos pela Dra. Arlcte Ubatuba, do Instituto Oswaldo Cruz

do Rio de Janeiro — Brasil.
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foi feita, inicialmente, com al¢a de niquel-
cromo e, posteriormente, por movimenta-
¢do manual das laminas.

As leituras, para a verificacdo da pre-
senga ou ndo de aglutinacdo, foram reali-
zadas, sempre, até cinco min, apos o inicio
da prova, com o auxilio de uma lupa.

Paralelamente realizaram-se provas con-
troles, misturando-se, em Ilaminas, uma
gota da suspensdo bacteriana em prova,
com uma gota de solugdo de cloreto de
sodio a 0,85%, a fim de se verificar a ocor-
réncia ou ndo de auto-aglutinagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 30 cepas de B. pertussis submetidas a
provas de soro-aglutinacdo, frente a soros
monoespecificos anti-fatores “major” 1, 2
e 3, todas revelaram-se possuidoras do an-
tigeno 1, como era esperado. Por outro
lado, 28 (93,09%) apresentaram o antigeno
2, e 27 (90,0%) mostraram-se positivas
para o 3.

Entretanto, levando em conta a presen-
¢a combinada dos trés antigenos, por cepa,
as provas de soro-aglutinagdo revelaram
yue das 30 cepas, 25 (83,3%) possuiam
os fatores 1, 2 e 3, enquanto 3 (10,0%)
mostraram-se positivas apenas para 1 e 3
e somente 2 (6,7%) para 1 e 2.

Apesar do numero de observacies ser
relativamente pequeno, podemos verificar
que pelos resultados houve grande predo-
minancia de cepas apresentando, simulta-
neamente, os fatores 1, 2 e 3.

Este mesmo fato, entre nés, foi também
observado por Ubatuba & Salmito 30 (1970)
no Rio de Janeiro, onde de 116 cepas iso-
ladas de criangas com coqueluche, 70,0%%
revelaram-se positivas para os fatores |1,
2 e 3, 18,09 somente para 1 e 3 e 12,09
apenas para 1 e 2. Assim, esses autores
obtiveram, no Rio de Janeiro, um percen-
tual menor de cepas apresentando os trés
fatores e, maior, respectivamente daquelas
possuidoras dos fatores 1, 3 e 1, 2,
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Considerando apenas os fatores “major”
1, 2 ¢ 3 e comparando os resultados obti-
dos neste estudo com os valores encontra-
dos em pesquisas realizadas em alguns
paises, podemos depreender que na Alema-
nha (Mebel 1>, 1968) e na Rassia (Demina
& Permitina, 1967, citados por Ubatuba &
Salmito 5, 1970) os isolamentos de cepas,
apresentando aqueles trés fatores, sdo tam-
hém referidos como predominantes. Porém,
em outros paises como o Canadd (Chalvar-
djian 4, 1965), Inglaterra (Preston 2v, 1965),
Holanda (Cohend, 1968) e Estados Unidos
(Eldering e col. s, 1969) sdo mais freqiien-
tes os isolamentos de cepas possuindo
somente os fatores antigénicos 1 e 3.

O conhecimento da composicdo antigénica
da B. pertussis é importante, levando-se em
conta a sua identificagdo sorolégica apli-
cada ao diagnodstico e a epidemiologia da
coqueluche e, também, ao preparo de vaci-
nas altamente eficientes para a adequada
imunoprofilaxia desta doenca.

Da forma “S” de B. pertussis, foram
isolados varios componentes antigénicos,
como toxinas termolabil e termoestavel,

aglutinégeno, ndo toxico, com capacidade
de determinar, em coelhos, niveis altos de
aglutininas (Flosdorf & Kimbal, 1940, cita-
dos por Bradfords, 1965; Smolens &
Mudd 28, 1943), hemaglutininas capazes de
aglutinar hemacias humanas de camundon-
go e outros animais (Keogh & North, 1048,
citados por Smith e col. 27, 1964). Estes
ultimos antigenos tém a propriedade de
provocar a formacdo de anticorpos especi-
ficos em animais (Marsy 14, 1952) e even-
tualmente no homem (Winter 31, 1953), mas
que ndo dio protegdo contra a doenca
(Pillemer 18, 1950; Thiele29, 1950 e Win-
ter 31, 1953). Tém sido descritos também
os chamados antigenos protetores, porém
sdo ainda mal conhecidos (Bradford?3,
1965), Ja foi atribuida capacidade protetora
a um carbohidrato (Cruickshank & Fre-
eman 6, 1937 e Eldering7. 1942) enquanto
que Flosdorf & Kimbal, 1940, (citados por
Bradford3, 1965) e Smolens & Mudd28
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(1943) associaram o efeito protetor ao
aglutinégeno. Por outro lado, Robbins &
Pillemer 26 (1950) isolaram e purificaram
um antigeno considerado protetor, a partir
de um extrato aquoso de B. perfussis, o
qual ndo era carbohidrato, aglutinégeno,
toxina e nem hemaglutinina.

Varios sdo os estudos sobre a eficacia
das vacinas contra a coqueluche e destes
serdo referidos alguns realizados na In-
glaterra.

Foi efetuado pelo Medical Research Coun-
¢il 16 (1951) uma investigacdo em criancas
com 6 a 18 meses de idade, divididos em
dois grupos, sendo um vacinado contra a
coqueluche e outro controle. Observadas
por um periodo de dois a trés anos, veri-
ficou-se que no grupo vacinado a incidéncia
da coqueluche foi de 18,2% enquanto que
no grupo controle foi de 87,3%. Alguns
anos mais tarde, o proprio Medical Re-
search Council 17 (1965), num estudo, com-
provou a correlagdo entre a eficiéncia das
vacinas e a prova de protegdo, realizada
pela técnica de inoculacdo da B. pertus-
sis por via intracerebral em camundongos,
previamente vacinados.

Por outro lado, Prestoni1920 (1963 e
1965) verificou que as amostras de vacinas
por ele estudadas, preparadas na Inglater-
ra, apresentavam, dos antigenos termola-
beis “major”, na sua grande maioria,
apenas os | e 2. Estas vacinas, segundo
este pesquisador, eram altamente eficientes,
pois a B. pertussis tipo 1, 2 que predomi-
nava naquele pais antes de 1958, pratica-
mente desapareceu. Verificou, também, que
em 1963 e 1964 isolava-se o tipo 1, 2, 3
apenas de doentes nio vacinados, e consi-
derou que apesar de haver nas vacinas
apenas os antigenos 1 e 2, elas davam
também alguma protecdo contra o tipo 1,
2, 3. Outrossim, de 155 cepas de B. per-
tussis, por ele isoladas de individuos vaci-
nados e ndo vacinados, 85,09 pertenciam
ao sorotipo 1, 3.

A este respeito, numa investigacdo feita
pelo Public Health Laboratory Service24
(1969) foi constado que, em 1966 a 1967,
cerca de 50,0% das criancas vacinadas
adquiriam coqueluche e de mais de 80,0%
dos casos isolavam-se cepas do tipo 1, 3.

Mais recentemente, Preston & Stanbrid-
ge 23 (1974) fizeram observac¢des importan-
tes relativamente a varia¢bes de sorotipos
de B. pertussis. Verificaram que, por sub-
culturas, cepas [, 2, 3 mudaram para 1, 2
e cepas 1, 3 e 1, 2 para 1. Observaram
também que cepas 1 se transformavam em
1,20oul, 3ecepas 1, 2 em 1, 2, 3. Esses
autores créem que isto pode explicar as
mudangas em sorotipos que sdo observadas
no curso de uma infeccdo por B. pertussis.
Isto também deve ser considerado com re-
lagdo a possivel instabilidade antigénica de
cepas de laboratério, principalmente as
utilizadas no preparo de vacinas e na pro-
ducdo e absorcdo de soros aglutinantes em-
pregados no diagnoéstico.

CONCLUSGOGES

Os resultados obtidos no presente estudo
permitem-nos aprcsentar as seguintes con-
clusdes:

1. Das 30 cepas de B. pertassis isoladas
de criancas com coqueluche, atendidas no
Hospital de Isolamento Emilio Ribas de
Sdo Paulo, 80,09% possuiam os antigenos
aglutinantes “major” 1, 2 e 3; 10,0% e
6,7%, apresentaram, respectivamente, so-
mente os antigenos 1 e 3 e 1 e 2.

2. Faz-se necessaria em nosso meio, a
atencdo dos laboratdérios relativamente &
presenca, nas vacinas contra a coqueluche,
dos antigenos 1, 2 e 3, pelo fato da maioria
das cepas isoladas dos casos clinicos da
doenga, possuirem esses antigenos.
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ABSTRACT:

The presence of major antigens, 1, 2 and 3 were determined in

30 strains of B. pertussis isolated from children with whooping-cough hospitalized

at the Hospital Emilio Ribas, Sdo Paulo Brazil.

The method used was the

slide-agglutination test. Tests showed that 25(83.3%) of strains were positives
for factors 1, 2 and 3. Factores 1 and 3 alone were present in 3 (10%) of
strains and 1 and 2 alone in 2 (6.7%).

UNITERMS :
Pertussis vaccine.

Whooping-cough diagnosis,

laboratory. Bordetella pertussis.
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