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“Ser um empreendedor € executar os sonhos, mesmo que haja riscos.

E enfrentar os problemas, mesmo néo tendo forgas.

E caminhar por lugares desconhecidos, mesmo sem biissola.

E tomar atitudes que ninguém tomou.

E ter consciéncia de que quem vence sem obstdculos triunfa sem gléria.
E nio esperar uma heranca, mas construir uma histéria...

Quantos projetos vocé deixou para tras?

Quantas vezes seus temores bloquearam seus sonhos?

Ser um empreendedor nao € esperar a felicidade acontecer, mas conquista-la.”

Augusto Cury



RESUMO

O Streptococcus (S.) pneumoniae € considerado como o principal agente causador de
morbidade e mortalidade em criangas menores de cinco anos de idade. As doencgas
pneumocdcicas comecam com o estabelecimento da colonizagdo do S. pneumoniae na
nasofaringe. O principal fator de risco para colonizac¢do € o confinamento, como em criancas
que frequentam creches. Nas ultimas décadas, o aumento do nimero de cepas de S.
pneumoniae resistentes a antibidticos B-lactamicos e a outras classes de antimicrobianos tem
dificultado o tratamento da infec¢do pneumocdécica. Atualmente cerca de 13 sorotipos de S.
pneumoniae respondem por mais de 85% dos isolados invasivos. A vacina pneumocdcica
polissacaridica conjugada 10-valente (VPC-10) foi recentemente incluida no calendédrio de
vacina¢do nacional. Os objetivos desse estudo foram determinar a prevaléncia, a resisténcia
antimicrobiana, os genétipos de S. pneumoniae que colonizam a nasofaringe de criangas
usudrias de creches em Fortaleza, Brasil, bem como para avaliar a cobertura potencial da
VPC-10. Entre janeiro e dezembro de 2011, os isolados de criangas portadores foram
recuperados a partir de swabs de nasofaringe. Foram determinadas as sensibilidades para
penicilina, ceftriaxona, sulfametoxazol/trimetoprim, amoxilina, clindamicina e eritromicina,
das cepas isoladas utilizando-se 0 método de e-test.. A deteccdo dos genes de resisténcia a
penicilina foi realizada por PCR. A genotipagem capsular dos isolados de portadores foi
realizada pela técnica de multiplex PCR. Foram isolados S. preumoniae em 165 (56,7%) das
291 criangas sauddveis usudrias de creches. Dos 162 isolados de portadores, submetidos a
determinacdo da concentragdo inibitéria minima, foi encontrada uma taxa resisténcia de
27,8% para penicilina, 75,3% para sulfametoxazol/trimetoprim, 13,6% para eritromicina e
10,5% para clindamicina. Nao foi detectada resisténcia a ceftriaxona e a amoxicilina. A
porcentagem de isolados de S. pneumoniae com mutacdo em pelo menos um dos genes que
determinam resisténcia a penicilina foi de 68,2%. Os gendtipos capsulares de 115 isolados
foram identificados em 129 vidveis. Os gendtipos mais comuns foram 6A/6B, 14, 15B/15C,
19F e 23F, com os sorotipos 6A/6B, 14, 19F e 23F mais associados com a resisténcia. A
cobertura estimada para VPC-10 foi de 74.4%. O presente estudo verificou que a taxa de
portadores de S. pneumoniae € alta, assim como a resisténcia aos antimicrobianos penicilina e
sulfametoxazol/trimetoprima, e que a cobertura potencial da VPC-10 € elevada frente aos
genétipos de S. pneumoniae identificados, isolados de criancas usudrias de creches em
Fortaleza.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, portador sadio, resisténcia microbiana a

medicamentos, gendtipo.



ABSTRACT

Streptococcus (S.) pneumoniae is considered the principal causative agent of morbidity and
mortality in children younger than five years of age. All pneumococcal diseases are initiated
by establishing a S. pneumoniae colonization in nasopharynx. The main risk factor for
colonization is crowding, as in children attending day care. During the last decades, the
increasing amount of resistant S. pneumoniae strains to B-lactams and other classes of
antimicrobials has modified the treatment of pneumococcal infection. At present, nearly 13
serotypes respond for more than 85% of invasive isolates. The 10-valent pneumococcal
polysaccharide-conjugated vaccine (PCV-10) has recently been included in the national
vaccination schedule. The aims of this study were to determine the prevalence, antimicrobial
resistance and genotypes of S. pneumoniae isolated of carriage children attending day care
centers in Fortaleza, Brazil, as well as to assess the potential coverage of the PCV-10.
Between January and December of 2011, isolates from carrier children were recovered by
nasopharyngeal swabs.  Susceptibility to penicillin, amoxicillin, erythromycin,
sulfamethoxazole-trimethoprim, clindamycin, were determined by e-test method. Detection of
penicillin resistance genes was performed by PCR assay. Capsular genotyping of carriage
isolates was performed by multiplex PCR assay. S. pneumoniae were isolated in 165 (87.3 %)
of 291 samples of children attending day care centers. Of the 162 isolates from carriage was
found a resistance rate of 27.8% for penicillin, 75.3% to trimethoprim / sulfamethoxazole,
13.6% to erythromycin and 10.5% to clindamycin. No resistance was detected to ceftriaxone
and amoxicillin. The percentage of S. pneumoniae isolates at least one mutation in the
penicillin resistance genes was 68.2%. Capsular Genotypes was indentified in 115 isolates, of
129 tested. Genotypes most common were 6A/6B, 14, 15B/15C, 19F and 23F, with serotypes
6A/6B, 14, 19F and 23F more associated with resistance. The estimated coverage for VPC-10
was 74.4%. This study showed that the rate of S. pneumoniae carriers is high, as well as
resistance to antibiotics penicillin and sulfamethoxazole / trimethoprim, and the potential
cover of VPC-10 is raised against S. pneumoniae genotypes identified isolated from children

attending day care centers in Fortaleza.

Key-words: Streptococcus pneumoniae, carrier state, microbial drug resistance, genotype.
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1. INTRODUCAO

A microbiota normal da nasofaringe dos seres humanos constitui um reservatério de
potenciais patégenos do trato respiratério (FADEN et al, 1990; BOGAERT et al, 2004;
MONTEROS et al, 2007) e o Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), uma bactéria da
familia Streptococcaceae, € o principal deles encontrado na nasofaringe de individuos
sauddveis (VIEIRA et al, 2007; SIMELL et al, 2012). Embora a colonizagao neste local seja
assintomadtica, se esta bactéria ganha acesso a partes das vias aéreas normalmente estéreis
segue-se uma rdpida resposta inflamatdria que pode resultar em doenca. (KADIOGLU et al,
2008; SIMELL et al, 2012).

O S. pneumoniae pode causar uma variedade de doengas, incluindo doengas invasivas,
como meningite, bacteremia e pneumonia, bem como doengas ndo invasivas como, otite
média e sinusite (SIMELL et al, 2012). Os fatores que permitem que o pneumococo migre da
nasofaringe e cause doenca invasiva variam, e dependem da viruléncia do microrganismo, do
estado imune do hospedeiro e da existéncia de uma infeccdo viral precedente. Criangas
menores de dois anos, idosos, pacientes imunocomprometidos, pacientes asplénicos,
alcoolismo e pacientes com doencga pulmonar obstrutiva crOnica apresentam um maior risco
de contrair doengca pneumocdécica. (RIVERA-OLIVERO et al, 2007, HUNG et al, 2013).
Segundo Monteros e colaboradores (2007), 65% das infec¢cdes pneumocdcicas ocorrem em
criancas menores de dois anos e que este nimero aumenta para 85% em criancas menores de
quatro anos de idade.

O S. pneumoniae é considerado como o principal agente causador de morbidade e
mortalidade, com cerca de 1,2 milhdes de mortes por ano. Em torno de 700 mil a um milhdo
destas mortes, ocorrem em criangas menores de cinco anos e mais de 90% em paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; ANDRADE et al. 2012).

Um levantamento realizado em 2010, pelo Sistema Regional de Vacinas (SIREVA),
em vdrias localidades brasileiras, incluindo o Ceard, sobre a ocorréncia de doenca
pneumocdcica invasiva (DPI) revelou que a maioria dos casos de DPI corresponderam a
meningite (65,1%), seguida por pneumonia (20,5%) e bacteremia (11,7%) (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION: INFORME REGIONAL DE SIREVA 11, 2010).

Até a década de 1960 os antibidticos B-lactamicos foram amplamente utilizados para o
tratamento de infeccdes pneumocdcicas, pois se acreditava até entdo na sensibilidade
universal do S. pneumoniae e também por causa da crenga de que os estreptococos nao

possuiam mecanismos para o desenvolvimento de resisténcia clinicamente significativa. No
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entanto, houve claramente uma subavaliagdo da capacidade evolutiva e adaptativa do S.
pneumoniae. Desde a primeira descri¢do de pneumococo resistente a penicilina em Boston,
em 1965, e especialmente na década de 1990, o problema da resisténcia pneumocdcica
tornou-se um motivo de grande preocupag¢do no mundo, uma evolugdo geralmente atribuida a
um consumo extensivo de antibidticos. A vigilancia de resisténcia pneumocdcica entre os
isolados de nasofaringe de criancas sauddveis tem sido uma maneira pratica e util de estimar a
prevaléncia de isolados resistentes em uma comunidade (BAQUERO et al, 2002;
STRATCHOUNSKI et al, 2006; KATSAROLIS et al, 2009).

Mais de 90 sorotipos de pneumococos ji foram identificados com base nas diferencas
antigénicas das cdpsulas polissacaridicas. A distribui¢do destes sorotipos varia de acordo com
a faixa etdria, sintomas clinicos e drea geografica. A prevaléncia regional de determinados
sorotipos destaca a importancia de se conhecer os sorotipos prevalentes em cada regido.
(ELISSON et al. 2013). Assim, a vigilancia dos sorotipos envolvidos na colonizag¢do por S.
pneumoniae em criangas nao vacinadas ¢ uma ferramenta ttil para prever e avaliar o impacto
da vacina pneumocdcica conjugada 10-valente, recém-introduzida no Brasil (VPC-10)

(FRANCO et al, 2010, NEVES et al, 2013).
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1.1. Histérico, Classificacao e Caracteristicas Morfofolégicas e Fisiologicas

Em 1881 dois microbiologistas, George Miller Sternberg nos Estados Unidos da
América (EUA) e Louis Pasteur na Fran¢a descreveram independentemente de isolamento da
saliva humana, bactérias cocdides dispostas aos pares e com forma semelhante a lancetas. Na
verdade, cada pesquisador havia descrito o mesmo organismo: foi nomeado Microbe
septicemique de la salive por Pasteur e Micrococcus pasteuri por Sternberg (WATSON et al,
1993).

Em 1886 esse organismo foi referido como Pneumococcus por Fraenkel, devido a sua
propensdo de causar doenga pulmonar. Neufeld em 1902 descreveu a reacdo de NEUFELD-
QUELLUNG (reacdo antigeno-anticorpo entre a capsula bacteriana e antissoros homologos),
técnica utilizada até hoje na identificacdo dos tipos capsulares (AUSTRIAN, 1981). O
microrganismo foi rebatizado de Diplococcus pneumoniae em 1920 — uma denominacdo
referindo-se obviamente aos cocos arranjados aos pares que causavam pneumonia (WATSON
et al, 1993). Em 1974, foi dado o nome atual ao pneumococo, Streptococcus pneumoniae,
com base, principalmente, no seu crescimento caracteristico de cocos dispostos em cadeias
quando em meio liquido (WATSON et al, 1993).

Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, capsulada em forma de
cocos (lanceolados) pertencente ao género Streptococcus, familia Streptococcacea e medindo
0,5 a 1,25 um de diametro (DEIBEL; SEELEY, 1974). Costumam permanecer arranjados aos
pares ou dispostos em pequenas cadeias. Nao apresentam atividade de catalase nem de
citocromo oxidase. Sdo exigentes quanto a atmosfera de crescimento “in vitro”, pois t€ém o
crescimento estimulado por um aumento na concentracdo de gas carbonico (CO,) além de um
crescimento otimizado em ambiente de microaerofilia. Sdo também exigentes nutricionais e
requerem meios de culturas ricos em vitaminas e proteinas. Em meios de cultura sélidos
suplementados com sangue desfibrinado de carneiro crescem como colonias lisas, pequenas,
brilhantes e circundadas com um halo esverdeado de alfa-hemdlise. Sdo sensiveis ao
aquecimento a 60°C por 30 minutos, soliveis na presenca de sais biliares e sensiveis a

optoquina (FACKLAM; WASHINGTON, 1991; BANDETTINI; MELIOLI, 2012).
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1.2. Patogénese e Fatores de Viruléncia

O trato respiratdrio superior € o nicho ecoldgico para muitas espécies bacterianas. Em
criangas, a microbiota da nasofaringe se estabelece durante os primeiros meses de vida e uma
ampla variedade microrganismos pode colonizar a nasofaringe, como o Haemophilus
influenza, Moraxella catarrhalis e S. pneumoniae. Qualquer individuo é passivel de ser
colonizado por esses potenciais patogenos pelo menos uma vez na vida, mas em geral a
colonizagdo ¢é assintomdtica, podendo em alguns casos evoluir para doenca (BOGAERT et
al, 2004).

Todas as doengas pneumocdcicas comegcam com o estabelecimento da colonizagdo,
isto €, com o estado de portador. A propagacdo do estado de portador ocorre de pessoa a
pessoa, através do contato direto com a secrecdo nasal de individuos colonizados, sendo essa
propagacdo mais comum na infincia. A aglomeracdo é o principal fator de risco para
colonizacdo, principalmente em criancas frequentadoras de creches, pois aumenta a
propagacdo horizontal dos pneumococos. Nenhuma das formas comuns de doenca
pneumocdcica € transmitida, o que implica dizer que as caracteristicas de viruléncia dos
pneumococos sdo, provavelmente, adaptacdes que aumentam com a persisténcia do
microrganismo no hospedeiro durante a coloniza¢do. A colonizacdo pode progredir para
doenca invasiva se as barreiras naturais forem cruzadas (BOGAERT et al, 2004; KADIOGLU
et al, 2008).

A colonizagdo e invasdo por S. pneumoniae depende de um conjunto de fatores de
viruléncia que precisa ser expresso de forma coordenada. Os determinantes de viruléncia
mais importantes incluem os fatores de adesdo, as propriedades antifagociticas e producdo
de enzimas como a pneumolisina (KADIOGLU et al, 2008; NELSON et al, 2007; GLOVER
et al, 2008).

Na cavidade nasal, as células de S. pneumoniae entram em contato com 0 muco
produzido pelas células epiteliais do hospedeiro. A cdpsula é uma importante estrutura
bacteriana neste momento, uma vez que a cdpsula é carregada negativamente, o que pode
aumentar a repulsdo do microrganismo aos mucopolissacarideos carregados positivamente.
Nessa fase inicial da colonizacdo também hd uma expressdo de cdpsula menos espessa,
chamada de variante transparente, o que resulta numa maior aproximacio das proteinas de
superficie com os receptores das células epiteliais do hospedeiro (KADIOGLU et al, 2008).

A colonizacdo por S. pneumoniae implica na adesao do microrganismo a carboidratos

de superficie celular (N-acetil-glicosamina) presentes sobre o epitélio integro (nao inflamado).
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A aderéncia inicial dos pneumococos € mediada por proteinas de superficie associadas a
parede celular, as adesinas, principalmente a adesina pneumocdcica de superficie A (PspA),
que € capaz de interferir na fixacdo do componente C3 do sistema complemento, e assim
potencialmente bloquear os eventos que levam a opsonizacdo e fagocitose (BOGAERT et al,
2004; CHARALAMBOUS et al, 2007; KADIOGLU et al, 2008).

A neuraminidase, uma das enzimas pneumocdcicas, facilita a colonizacdo da
nasofaringe, uma vez que esta enzima cliva o 4cido N-acetil-murdmico da mucina,
diminuindo a viscosidade do muco. Esta enzima também é capaz de clivar residuos de 4cido
sidlico presentes na superficie das células epiteliais da mucosa respiratéria, expondo os
receptores de N-acetil-glicosamina (BOGAERT et al, 2004; KADIOGLU et al, 2008).

Além da neuraminidase, o pneumococo apresenta a hialuronidase, uma enzima
presente na sua superficie, que tem como fun¢ao degradar o 4cido hialuronico, um importante
componente polissacaridico do tecido conjuntivo, com a finalidade de aumentar a
permeabilidade dos tecidos facilitando assim a invasdo e disseminacdo do pneumococo
(KADIOGLU et al, 2008). Outra enzima que facilita a aderéncia e colonizacdo inicial € a
protease IgAl, pois a enzima hidrolisa e inativa a imunoglobulina A1 (IgA1l) presente nas
mucosas (WEISER et al, 2003).

Em geral, a colonizacdo ndo é seguida de doenca. A conversdo de colonizacdo
assintomdtica para doenga invasiva requer a producdo de fatores inflamatdrios locais, como a
interleucina (IL) -1 e do fator de necrose tumoral (TNF), que podem ser estimulados, por
exemplo, por uma infeccdo viral precedente ou tabagismo. A cascata inflamatoéria altera o
nimero e os tipos de receptores das células epiteliais e endoteliais. As adesinas fosforilcolinas
(ChoP), constituinte dos 4cidos tecdicos e lipotecdecicos presentes na parede celular do
pneumococo, promovem a adesdo do microrganismo aos receptores do fator de ativagdo
plaquetaria (rPAF) presentes na superficie das células. A ligacdo do pneumococo a estes
receptores induz a internalizagdo dos pneumococos € promove a migracdo transcelular por
meio do epitélio respiratério e o endotélio vascular, o que resulta na invasdao de bactérias
vivas. Outra adesina, a proteina A de ligac¢do a colina (CbpA; também chamada de PspC), tem
uma afinidade elevada pelo acido sidlico imobilizado e pelo receptor N-lacto-neotetraose,
presentes em células humanas ativadas por citocinas. Este receptor também tem interage
diretamente com o receptor de imunoglobulina polimérica (PIgR), o que aumenta a migracdo
através da barreira da mucosa (De VELASCO et al, 1995; OBARO; ADEGBOLA, 2002;
BOGAERT et al, 2004, KADIOGLU et al, 2008).
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Apd6s o processo de adesdo e migracdo do pneumococo, ocorre a liberacdo da
autolisina pneumocdcica (LytA). A autolisina, uma amidase, ¢ uma enzima que hidrolisa a
camada de peptidoglicano em um sitio especifico, entre o 4cido N-acetil muramico e o
residuo de alanina da ligacdo peptidica. A acdo desta enzima autolitica leva a lise da parede
quando as células bacterianas estdo em fase crescimento. A LytA também € responsavel por
liberar a pneumolisina, uma enzima produzida pelo pneumococo, que se acumula no interior
da célula bacteriana(VAN DER POLL et al, 2009; KADIOGLU et al, 2008).

A pneumolisina € um membro da familia das citolisinas colesterol-dependente, que
tem vdérias funcdes distintas, especialmente na patogé€nese precoce da infeccdo por
pneumococo. A pneumolisina interage com o colesterol nas membranas celulares de uma
variedade de células hospedeiras, produzindo poros e levando a lise das células. A
pneumolisina também inibe a atividade bactericida de células fagociticas, interrompe a
motilidade das células epiteliais ciliadas do trato respiratdrio, estimula a producao de citocinas
pelos macréfagos (particularmente IL-1, IL-8 e TNF) e ativa a via classica do sistema
complemento (VAN DER POLL et al, 2009; KADIOGLU et al, 2008).

A cépsula € o mais importante fator de viruléncia do pneumococo, pois tem um papel
importante na invasdo e disseminacdo do trato respiratério. A cédpsula € constituida por
polimeros de alto peso molecular, composto por unidades de repeticdo de oligossacarideos,
que pode conter entre dois e oito monossacarideos. A principal caracteristica da cépsula € a
protecao do pneumococo contra a fagocitose. Neste momento hd uma expressao de cdpsula
mais espessa, chamada de variante opaca, que seve de escudo, impedindo que os receptores
das células fagociticas interajam com a por¢do constante (Fc) da imunoglobulina G (IgG), ou
com componente C3 do sistema complemento, ligados as estruturas mais profundas da
superficie celular do pneumococo (por exemplo, dcidos teicdico e proteinas da superficie) (De
VELASCO et al, 1995; KADIOGLU et al, 2008; VAN DER POLL et al, 2009; LINARES et
al, 2010).

Este grupo de fatores de viruléncia € responsdvel por induzir a inflamacido e os
sintomas que a acompanha, podendo ser diretamente responsdvel pela morbidade e

mortalidade causada pelo pneumococo ap6s o inicio da infec¢ao (VELASCO et al, 1995).
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1.3. Epidemiologia

Ao longo do tempo, varios estudos vém demonstrando que a prevaléncia da
coloniza¢do do pneumococo na nasofaringe pode ser influenciada por diversos fatores como
idade, populacdo estudada, drea geografica, sazonalidade e condi¢des ambientais, como a
poluicdo, e aglomerados (creches, quartéis e asilos) (BOGAERT et al, 2004; KATSAROLIS
et al, 2009).

A prevaléncia do estado de portador aumenta nos primeiros anos de vida, atingindo
50-70% das criancas com 2-3 anos de idade, diminuindo gradativamente até estabilizar em 5-
10% em criangas com mais de 10 anos de idade. Estudo em paises em desenvolvimento
relatam taxas de portadores de S. pneumoniae em torno de 60% (ADETIFA et al, 2012;
SAKAI et al, 2013).

Na América do Sul, mais recentemente, a taxa de colonizagdo variou de 27%, no Peru
(MERCADO et al, 2012) a 58,8%, no Brasil (FRANCO et al, 2010).

Em um estudo com criangas sauddveis e usudrias de creches, realizado ha 10 anos, em
11 creches do municipio de Fortaleza, Rey e colaboradores (2002) encontraram uma taxa de
colonizagdo por S. pneumoniae de 72%. Outros estudos mais recentes, com criangas usuarias
de creches, realizados no Brasil relataram taxas de portadores de 58,8% e 57,8%.,
respectivamente (FRANCO et al, 2010; NEVES et al, 2013)

Estima-se que o pneumococo ¢é responsavel por 14,5 milhdes de casos da doenca em
todo o mundo e mais de 800 mil mortes de criancas menores de cinco anos a cada ano
(BOGAERT et al, 2004; SIMELL, et al, 2012; SAKAI et al, 2013). Em criangas menores que
cinco anos de idade, a incidéncia anual de doenca invasiva pneumocdcica (DIP) varia
aproximadamente de 10 a 100 casos/100.000 habitantes (hab.). Para a meningite
pneumocdcica, em particular, a incidéncia relatada na populacdo geral é de 1-2 casos/100.000
hab. em paises desenvolvidos, aumentando para 20 casos/100.000 hab. em paises em
desenvolvimento. A maior incidéncia é em criancas menores de dois anos de idade, e,
especialmente, nos paises em desenvolvimento em criancas menores de seis meses
(HAUSDOREFEF et al, 2007).

Um estudo multicéntrico, realizado no Brasil, em um periodo de 12 anos (1993-2004)
de vigilancia de doenga pneumocdcica, executado por Brandileone e colaboradores (2006),
mostrou que entre os 6470 isolados de S. pneumoniae invasivos identificados, 69,3% foram
recuperados de liquido cefalorraquidiano (LCR), 19,1% de pneumonia invasiva e 11,6% de

bacteremia ou sepse, artrite ou abscesso abdominal. Os dados sobre a idade do paciente
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estavam disponiveis em 5520 isolados, dos quais 42,8% eram menores de cinco anos de

idade.

1.4. Resisténcia a Antimicrobianos

A descoberta e a introdu¢@o da penicilina na terapéutica antimicrobiana provocaram
uma mudanga no progndstico das doencas infecciosas e mais particularmente em relacdo as
infec¢cdes pneumocodcicas. Na era pré-antibidtica a letalidade causada pela pneumonia
pneumocdcica era de cerca de 20%, aumentando para 50% nos casos com sepse € para 80 a
100% na meningite pneumocdcica. O emprego terapéutico da penicilina G (benzilpenicilina)
fez esses indices cairem para 5%, 20% e 20-30%, respectivamente (TAVARES, 2000). Por
mais de 25 anos a penicilina permaneceu como o principal fairmaco ativo contra pneumococo,
mas os primeiros relatos de resisténcia aconteceram na década de 60 quando foram
identificadas e notificadas cepas resistentes em Boston, em 1965, e na Austrdlia, em 1967.
Até o final dos anos 80, cepas de pneumococos resistentes a penicilina tinham se espalhado
por todo o mundo (CAMARGQOS et al, 2006).

Na América Latina, o primeiro relato de pneumococo resistente a penicilina foi em
1981 no México (CAMARGOS et al 2006). No Brasil o primeiro relato de uma cepa de S.
pneumoniae com resisténcia intermedidria a penicilina foi documentado em 1988, em Sao
Paulo (DE SOUSA et al, 1988).

Nas udltimas décadas, o aumento do nimero de cepas de S. pneumoniae resistentes a
penicilina, a outros antibidticos B-lactdmicos, a sulfametoxazol-trimetoprim, aos macrolideos
e a outras classes de antimicrobianos € cada vez mais relatado em todo o mundo, e tem
complicado o tratamento da infec¢do pneumocécica (HSIEH et al, 2009; VAN DER POLL,;
OPAL, 2009). O frequente uso de antibidticos em criancas tem sido identificado como o
maior fator de risco para a sele¢do de resisténcia em pneumococos (BRANDILEONE et al,

2006; VALENZUELA; DE QUADROS, 2009).
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1.4.1. Resisténcia aos f-lactdmicos

As penicilinas e os outros antibidticos B-lactamicos apresentam atividade bactericida
contra o S. pneumoniae. O mecanismo de acdo dos antibidticos B-lactimicos consiste em
bloquear o ultimo passo da sintese da parede celular, o que é possivel devido a semelhanca
estrutural do substrato natural das proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs) e o antibidtico
(inibigdo competitiva), inibindo, assim, as ligacdes cruzadas das cadeias de peptideoglicano
(MORENO; CASTANEDA, 2003; ROGERS et al, 2007).

A resisténcia a acdo das penicilinas nos pneumococos é mediada por genes
cromossOmicos, que sofrem mutagdes sucessivas no codigo genético que comandam
alteracdes nas proteinas ligadoras de penicilinas, as PLPs 1a, 1b, 2x, 2a, 2b e 3 ¢ que passam
a apresentar baixa afinidade de ligagdo com as penicilinas (HACKENBECK et al, 2012).
Estas PLPs alteradas apresentam também baixa afinidade para outros antibidticos beta-
lactamicos, mas, nos pneumococos com resisténcia intermedidria, as cefalosporinas da
segunda e da terceira geracdes e as carbapenemas ainda t€m afinidade de ligacdo e exercem
acdo antimicrobiana. Contudo, nas cepas que apresentam resisténcia plena, que t€m maior
alteracdo nas PLPs la, 2b e 2x, ocorre elevada resisténcia também para as cefalosporina e
carbapenemas. (TAVARES, 2000; MORENO; CASTANEDA, 2003; ZETTLER et al, 2004
CAMARGOS et al, 2006).

Estudos apontam percentuais de resisténcia a penicilina que superam 50% em paises
como Japao, Tailandia, Vietna e Coréia (SONG, et al.1999), 60% na Espanha (BAQUERO et
al, 1999), 35% nos Estados Unidos (DOERN, 2001) e 11% no Canada (GREENBERG et al,
2002). Na América Latina, Brasil, a taxa de resisténcia a penicilina varia de 1,4% na regido
Norte (ROSSI et al, 2001) a 49% em Fortaleza, Ceara (REY et al, 2002).

Segundo Brandileone e colaboradores (2006), foi observado um aumento significativo
da resisténcia plena (300%) e intermedidria (60%) a penicilina entre as cepas de S.
pneumoniae isoladas no Brasil, entre os anos de 1998 e 2003.

Rey e colaboradores (2002), em um estudo realizado em Fortaleza em 1998, com 441
isolados de S. pneumoniae de nasofaringe de criangas com pneumonia e criancas sadias
usudrias de creches e postos de vacinagdo, encontraram uma taxa de resisténcia a penicilina de

49%, e de resisténcia a ceftriaxona de 3,2%.

Em 1993, o Sistema Regional de Vacinas (SIREVA) foi implementado no Brasil,

patrocinado pela Organizacdo Pan-Americana de Satde (OPAS) e pelo Ministério da Satide
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do Brasil. Este projeto € responsdvel pela vigilancia laboratorial do S. pneumoniae na
América Latina, contribuindo significantemente para a investigacdo dos niveis de resisténcia
aos antimicrobianos comumente usados e dos sorotipos prevalentes em cada drea (VIEIRA et
al, 2007).

Segundo dados do SIREVA, houve um grande aumento da resisténcia a penicilina, de
isolados de doenca invasiva de S. pneumoniae, no Brasil, entre os anos de 1993 (10%) e 2006
(33,3%). A figura 1. mostra a evolugdo da resisténcia a penicilina dos pneumococos isolados

de doenga invasiva, por ano.

Figura. 1 — Resisténcia a penicilina dos pneumococos isolados de doenga invasiva, no Brasil,

por ano. R: resisténcia plena; I: resisténcia intermedidria

ER: >=2.0ug/ml El: 0.1-1.0ug/ml (CLSI, 2007)

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Extraida de www.paho.org/spanish/ad/fch/im/17-Brandileone SIREVA Brasil.pdf.




24

1.4.2. Resisténcia aos Macrolideos

Os macrolideos sao largamente utilizados no tratamento de diversas doencas
infecciosas, além de ser utilizado por pacientes que sao alérgicos a penicilina. Os macrolideos
sdo compostos por anéis de lactona com 14, 15 e 16 dtomos. O mecanismo de acdo dessa
classe de antimicrobiano € inibir a sintese proteica. Os macrolideos ligam-se reversivelmente
a subunidade 50S do ribossomo bacteriano inibindo o processo de transpeptidacdo e
translocacdo, causando liberacdo prematura do peptideo que incompleto perde sua fungdo
celular, sendo assim, proteinas vitais a célula bacteriana deixam de ser sintetizadas, ocorrendo
a morte celular (KANOH et al, 2010).

A aquisicdo do gene ermB, que reduz a afinidade de ligacdo de todos os macrolidios
para o RNAr 23S (dominio V) do pneumococo, € responsavel pela resisténcia cruzada aos
macrolidios compostos por anéis de lactona com 14, 15 e 16 atomos, lincosamidas e
estreptograminas B (MLSg) (LECLERQ et al, 2002; ZETTLER et al., 2005). A resisténcia
cruzada ocorre como resultado da metilacao do residuo de adenina (A2058), dentro dos sitios
de ligacdo de sobreposi¢do para as trés classes de antimicrobianos quimicamente distintos
(FARRELL et al, 2004). As cepas de S. pneumoniae, que possuam gene ermB e tém o
fen6tipo MLSg normalmente expressam alto nivel de resisténcia aos antibidticos MLSg. O
fendtipo MLSg pode ser a expressdo da resisténcia constitutiva (c(MLSB) ou induzivel
(iMLSB) (LECLERQ et al, 2002; FARRELL et al, 2004). Em S. pneumoniae, o gene ermB é
transportado no transposon Tnl545 conjugativo que facilita espalhar entre diferentes cepas
(FARRELL et al, 2004). O segundo mecanismo de resisténcia € a bomba de efluxo, que sio
proteinas presentes na membrana levando a um transporte ativo dos antibidticos do meio
intracelular para o meio extracelular. No pneumococo, esse mecanismo de resisténcia €
conferido pela presenca do gene mefA, que € encontrado no transposon defeituoso Tn/207.1,
e € responsavel apenas pela resisténcia aos macrolidios compostos por anéis de lactona com
14 e 15 4tomos (Fenétipo M) (DZIDIC et al, 2008).

Pneumococos resistentes a macrolideos foram descritos pela primeira vez em 1967, no
Canadd, porém a taxa de resisténcia aos macrolideos entre pneumococos permaneceu baixa
em todo o mundo (<5%) durante os anos 1970. No inicio da década de 1980, a maior
prevaléncia de pneumococos resistentes a eritromicina foi encontrada entre pneumococos
isolados de portadores do hospital na Africa do Sul (63%), j entre os isolados invasivos, a
prevaléncia de resisténcia foi de 8,3% em 1983. A maioria dos isolados demonstrou

multirresisténcia (LECLERCQ et al 2002).
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A prevaléncia da resisténcia aos macrolideos em S. pneumoniae estd aumentando em
todo o mundo, mas € altamente varidvel entre os paises. Em estudo realizado no Canad4 com
3.339 isolados invasivos de S. pneumoniae foi observado que a resisténcia aos macrolideos
aumentou de 4,6% para 13,1% no periodo de 8 anos, de 1995 a 2002 (VANDERKOOI et al.,
2005). Nos Estados Unidos, um estudo incluiu 1.531 isolados clinicos de S. pneumoniae que
foram coletadas em 33 centros médicos em todo o pais durante o inverno de 1999-2000. A
taxa de resisténcia intermedidria foi 0,9% e a de resisténcia plena encontrada foi de 25,7%
(DAIKOS et al 2008). A ampla variacdo das taxas de resisténcia aos macrolideos de S.
pneumoniae isolados de amostras clinicas também tem sido relatada em vdrios paises
europeus, como Espanha e Franca que exibem as maiores taxas, 43,6% e 46,1%,
respectivamente, enquanto que na Austria é de apenas 10% (REINERT et al 2005).

No Brasil, em estudos realizados em Fortaleza e Parand com criangas portadoras de S.
pneumoniae usudrias de creches, a resisténcia a eritromicina e clindamicina foram,

respectivamente, 23% e 18% e 8,7% e 1,1% (REY et al, 2002; VELASQUEZ et al, 2009).

1.4.3. Resisténcia ao Sulfometoxazol-Trimetoprim

As sulfonamidas foram os primeiros antimicrobianos desenvolvidos para introducao
em larga escala na pratica clinica, em 1935. A sulfonamida sulfametoxazol tem como
mecanismo de acdo inibir competitivamente a enzima diidropteroato sintase (DIPS). O
Trimetoprim, uma diaminopirimidina introduzida em 1968, inibe seletivamente a enzima
diidrofolato redutase (DIFR). O sulfometoxazol e o trimetoprim sdo antimicrobianos que sao
utilizados em combinacdo e inibem as enzimas DIPS e DIFR, que fazem parte da biossintese
de acido fdlico nas células bacterianas, inibindo assim o crescimento bacteriano. A resisténcia
ao sulfometoxazol-trimetoprim € conferida pela aquisicdo de muta¢des em nos genes folA e
JfolP, que sdo os genes que codificam DIPS e DIFR, respectivamente (ALEKSHUN; LEVY,
2007, CORNICK et al, 2013) .

Desde a década de 1980, taxas crescentes de resisténcia ao sulfametoxazol-
trimetoprim tém sido relatadas em todo mundo. A resisténcia dos isolados de portadores de S.
pneumoniae ao sulfametoxazol-trimetoprim tem ultrapassado 50% em varios lugares no
Brasil e no mundo (REY et al., 2002; VELASQUEZ et al, 2009; FRANCO et al, 2010;
KORONA-GLOWNIAK et al, 2011; CORNICK et al, 2013; NEVES et al, 2013).
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1.5. Sorotipos

Existem mais de 90 sorotipos de S. pneumoniae imunologicamente distintos
identificados atualmente, diferindo na composi¢do quimica dos seus polissacarideos
capsulares (ELISSON et al, 2013). Porém, cerca de quinze sorotipos parecem causar a
maioria das doencas invasivas. Na América Latina, 13 sorotipos correspondem a mais de 85%
dos isolados invasivos (DIAS et al, 2007; NEVES et al, 2013).

Estudos da distribui¢ao dos sorotipos dependem da sorotipagem convencional (Reacao
de Quellung) para determinacgdo direta dos sorotipos de S. pneumoniae (DIAS et al, 2007). A
reacdo de Quellung se baseia na capacidade de o soro hiperimune especifico reagir com a
capsula da bactéria em suspensio (HENRICHSEN, 1979). Os sorotipos sdo classificados
segundo o sistema de nomenclatura dinamarquesa, que leva em consideracdo as
caracteristicas imunoldgicas e antigénicas dos polissacarideos capsulares. O grupo €
denominado por nimeros € o tipo por letras maidsculas, e a combinagdo destes identifica cada
sorotipo diferente (LUND, 1970, HENRICHSEN, 1979).

O alto custo do antissoro, a subjetividade na interpretacao e as dificuldades intrinsecas
da técnica da sorotipagem convencional limitam o seu uso a poucos laboratérios altamente
especializados (PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007). O desenvolvimento de sistemas de
genotipagem baseados em reagcdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR) tem o potencial de superar algumas dificuldades associadas a sorologia convencional
(PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007).

A produgdo da cdpsula é largamente controlada por genes responsdveis pela sintese
dos polissacarideos capsulares, localizados no locus cps. Esse locus se encontra entre os
genes dexB e aliA, que ndo participam da biossintese da cdpsula. Os quatro primeiros genes
(cpsA-D) sdo conservados em muitos sorotipos, porém apenas o primeiro gene capsular,
cpsA, é conservado em mais de 90% dos tipos capsulares sequenciados, enquanto que a parte
central do loci contém os genes que codificam os polissacarideos especificos da cdpsula
(Figura 2), e que servem de base para a diferenciacdo dos pneumococos por PCR (GARCIA,
et al, 2000; PAI et al, 2006, DIAS et al, 2007; KADIOGLU et al, 2008).



27

Figura 2. Organizacdo genética da regido do S. pneumoniae que contém o cluster dos genes
capsulares dos genotipos 4, 8,14,19F e 19A. As regioes que apresentam mais de 90% de

nucleotideos idénticos sdo representadas pelas mesmas cores e sombreamento.
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Adaptada de GARCIA, et al, 2000.

A distribuicdo dos sorotipos de S. pneumoniae isolados de nasofaringe varia um
pouco de acordo com o pais e faixa etdria. A Europa e o EUA mostram distribuicdo dos
sorotipos similares, com pequenas diferencas entre os sorotipos. Por exemplo, na Holanda,
os sorotipos 19F, 6B, 6A, 9V e 23F sdo encontrados com mais frequéncia entre criancas
menores de 3 anos de idade. Na Grécia, os sorotipos predominantes entre criangas menores
de 2 anos de idade sdo 6B, 19F, 23F, 14 e 18C. Nos EUA os sorotipos mais comuns sdo o 6B,
14, 19F e 23F (BOGAERT et al, 2004).

No continente africano, no Quénia, os sorotipos mais comuns encontrados foram o 13,
15, 14, 6B e 19F. Na Africa do Sul, semelhante distribuicao foi encontrada, com excec¢ao do
sorotipo 13, que ndo foi encontrado (BOGAERT et al, 2004).

Na América do Sul, os sorotipos mais prevalentes sdo o 14, 5, 1, 6A/B, 23F, 7F, 9V,
19F, 18C, 19A e 9N (CAMARGOS et al, 2006). No Brasil, a distribui¢cdo dos sorotipos mais
prevalentes de isolados de S. pneumoniae de doengas invasivas, segundo um estudo realizado
de 1993-1999, sdo o 14, 6A/6B, 1, 18C, 5, 23F, 19F e 9V (DI FABIO et al, 2001). Segundo o

SIREVA, os sorotipos invasivos que mais se relacionam com resisténcia a penicilina, no
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Brasil, estdo representados na figura 3. Em Fortaleza, segundo Rey et al (2002), os sorogrupos
mais comuns encontrados em criangas portadoras foram o 6 (36%), 19 (19%), 23 (13%) e 14

(10%).

Figura 3. Sorotipos de isolados invasivos de S. pneumoniae associados a resisténcia a
penicilina, periodo de 2000-2006, em criancas < 6 anos. S: sensivel; IR: resisténcia

intermediaria; R: resistente.
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Adaptado de www.paho.org/spanish/ad/fch/im/17-Brandileone SIREVA Brasil.pdf

1.6. Vacinas Pneumococicas

Devido a alta morbidade e mortalidade das infeccdes pneumocdcicas a prevengdo, em
todas as idades, € uma abordagem mais eficaz para reduzir a carga da doenga do que qualquer
outro tipo de tratamento (MYERS; GERVAIX, 2007).

Atualmente, trés vacinas pneumocdcicas estdo atualmente disponiveis: as vacinas
pneumocdcicas polissacaridicas conjugadas 7-valente (VPC-7), 10-valente (VPC-10) e 13-
valente (VPC-13), porém a vacina conjugada 7-valente, por ser mais antiga, estd sendo
progressivamente retirada do mercado (ASLAN et al, 2007, VIEIRA et al, 2007, NEVES et
al, 2013)
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A VPC-7, licenciada desde o ano 2000 em vdrios paises desenvolvidos, inclui os
seguintes sorotipos: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Essa vacina possui polissacarideos
capsulares conjugados a uma proteina carreadora do toxéide diftérico (CRM197) (PLETZ et
al., 2008).

A VPC-10 foi aprovada no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) e foi incluida no calenddrio nacional de imunizacdo desde marco de 2010, sendo
introduzida, gradualmente, em diferentes areas do pais (NEVES et al, 2013). Esta vacina
possui em sua formulagido os mesmos sorotipos da 7-valente acrescida dos sorotipos 1, 5 e 7F.
A vacina 10-valente possui polissacaridios capsulares conjugados a trés proteinas carreadoras:
os sorotipos 18C e 19F sdo conjugados com o toxdide tetanico (TT) e com o toxdide diftérico
(DT), respectivamente, € os oito sorotipos restantes sdo conjugados com a proteina D de
Haemophilus influenza nao tipavel (MEHR; WOOD, 2012).

A VPC-13 possui em sua formulagdo os mesmos sorotipos da 10-valente acrescida dos
sorotipos 3, 6A e 19A. A VPC-7 esta sendo substituida, nos paises que adotaram essa vacina
no calenddario nacional de vacinagdo, pela VPC-13. Esta vacina também possui
polissacarideos capsulares conjugados a uma proteina carreadora do toxdide diftérico
(CRM197) (MEHR; WOQD, 2012).

As vacinas pneumocdcicas conjugadas sdo altamente imunogénicas, pois sdo capazes
de provocar uma resposta imunoldgica do tipo célula T-dependente. A proteina conjugada aos
polissacarideos capsulares € processada em peptideos pelas APCs. Os peptideos sao
apresentados aos linfécitos T CD4" via MHC de classe II, na presenca de moléculas co-
estimulantes, o que resulta na proliferacdo e expansdo de células T efetoras (padrio de
resposta Th2). Esses linfocitos T efetores ao entrar em contato com o peptideo via MHC dos
linféctitos B, também na presenga de moléculas co-estimulantes, sdo ativados e passam a
produzir citocinas (IL-4, IL5 e IL6) que sdo responsdveis por estimular os linfocitos B em se
diferenciar em plasmocitos, produtores de imunoglobulina G, a gerar células B de memdria
(PLETZ et al., 2008).

A figura 4 mostra a cobertura potencial das vacinas polissacaridicas existentes,

segundo dados do SIREV A, no Brasil, em sorotipos de S. pneumoniae invasivo.
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Figura 4. Impacto estimado da cobertura das vacinas conjugadas (%) 7, 10
e 13-valente frente aos sorotipos encontrados com mais frequéncia no

Brasil, 2000-2006, em criangas menores de 6 anos.
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Adaptado de www.paho.org/spanish/ad/fch/im/17-Brandileone SIREVA Brasil.pdf

A incorporagdo da vacina pneumococica conjugada 7-valente (PCV7) em programas
de vacinacdo dos paises industrializados reduziu o estado de portador e as doencas
pneumococicas pelos sorotipos vacinais (FRANCO et al, 2010). Portanto, os dados sobre
criancas ndo vacinadas portadoras de pneumococos € uma ferramenta util para monitorar o

efeito da PCV-10.
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1. PERGUNTAS DE PARTIDA

- Qual a prevaléncia de Streptococcus pneumoniae em amostras isoladas de criangas sadias
usuarias de creches, em Fortaleza?

- Qual o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de cepas de S. pneumoniae isolados de
criancas sadias usudrias de creches?

- Quais os sorotipos de pneumococos encontrados em criangas portadoras usudrias de
creches?

- Quais as proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs) que apresentaram alteracdes nas cepas
pesquisadas?

- Qual € a cobertura potencial da VPC-10, em isolados de portadores S. pneumoniae, incluida

recentemente no calendario de imunizag@o nacional?

2. HIPOTESES

A prevaléncia de Streptococcus pneumoniae em criangas portadoras usudrias de
creches € alta, uma vez que as criancas que tem idade para frequentar a creche ja
passaram da idade de receber a vacina.

e A taxa de resisténcia aos antibidticos € alta para a maioria dos antimicrobianos

testados.

e (s sorotipos mais comuns encontrados sdo semelhantes aos encontrados no restante
do pais.

® As cepas com resisténcia plena ou intermedidria a penicilina apresentam uma ou mais
alteracoes nas PLPs.

e A cobertura potencial da vacina VPC-10 é alta, uma vez que os sorotipos de S.

pneumoniae presente na vacina correspondem aos mais comumente isolados no pais.
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3. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia de S. pneumoniae em criangas portadoras, identificar os
genoétipos capsulares, verificar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos, € os genes

associados a resisténcia a penicilina em Fortaleza, Brasil.

4.2. Objetivos Especificos

e Determinar a taxa de portadores de S. pneumoniae em criancas sadias usudrias de
creche da Regional V de Fortaleza.

e Verificar a resisténcia de S. pneumoniae de isolados de criangas portadoras frente a
penicilina, ceftriaxona, amoxicilina, eritromicina, clindamicina, sulfametoxazol-
trimetoprim.

e Identificar alteracdes nas PLPs em cepas resistentes a penicilina em isolados de

portadores.

e Determinar os gendtipos capsulares mais comuns em isolados em amostras de
portadores.
e Verificar a cobertura potencial da VPC-10 frente aos genétipos capsulares

identificados.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Amostras de Portadores Sadios

No periodo compreendido entre janeiro a dezembro de 2011, amostras da nasofaringe
foram coletadas de criancas sauddveis com idade entre 20 a 65 meses. Estas criangas foram
recrutadas das 14 creches municipais da Regional V de Fortaleza (figura 5.). A regional V foi
escolhida por ser, segundo dados da prefeitura de Fortaleza, a Regional mais populosa, mas
também a mais pobre da capital, com rendimentos médios de 3,07 saldrios minimos, e ainda

apresenta o menor indice de desenvolvimento humano (UECE, 2011).

Critérios de inclusdao: Criangas sauddveis, com idade entre 20 a 65 meses, ndo

vacinadas, usudrias de creche municipal de Fortaleza.

Critérios de exclusdao: Foram excluidas do estudo as criancas com uso de antibitico
até 30 dias antes da coleta do material, criangas hospitalizadas por mais de 48 horas nos

altimos trés meses.
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Figura 5. Mapa da cidade de Fortaleza, dividida em seis regionais, com destaque para a

regional V e seus bairros.
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Extraido de: www.solutio360.com/images/stories/fortaleza/Cidade/Bairros e regionais

de Fortaleza.png>

5.2. Aspectos Eticos

Cada unidade foi visitada pelo menos duas vezes. Na primeira visita, os responsdveis
pelas criancas eram reunidos em uma sala para que pudessem ser esclarecidos sobre os
objetivos, procedimentos, riscos e beneficios da participagdo da crianga na pesquisa. Apds
esta explanacdo era realizado o convite para a participacdo de seus filhos no estudo. Os
responsdveis que permitiram a participacdo da crianca no estudo preencheram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1) e responderam a um questiondrio (Apéndice
I). Na segunda visita, as criancas que estavam dentro do critério de inclusdo eram levadas

para uma sala isolada para coleta do material de nasofaringe.
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O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Infantil Albert Sabin, pelo numero de protocolo 064/2010, na data de 30/09/2010
(Anexo I). O consentimento informado descreveu o objetivo do estudo, os procedimentos que
seriam realizados, os riscos e os beneficios da participagcdo. Uma cépia do documento foi

entregue aos pais ou responsdveis legais da crianca.

5.3. Coleta do Material de Nasofaringe

A coleta foi feita utilizando-se um swab pernasal de haste de ago flexivel e ponta de
algoddo (CB Products, Sao Paulo, Brasil) (STRATCHOUNSKI et al, 2006). O swab foi
introduzido no nariz da crianga até a nasofaringe e foi girado levemente num angulo de 180°
(Figura 6A.), retirado cuidadosamente e mergulhado em meio para transporte Stuart (Figura
6B.) (BD, Sparks, USA). Os swabs foram encaminhados para processamento no laboratério
de Microbiologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal/ Universidade Federal do

Ceard (UFC). O tempo decorrido entre coleta e processamento nao excedeu a 4 horas.

Figura 6. A. Coleta de material da nasofaringe B. Inoculagcdo do swab em meio para transporte Stuart.

Swab rasal A ; \ B

Adaptado de: www.fiocruz.br/biosseguranca/ctbio/docs/
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5.4. Isolamento Bacteriano

Os swabs de nasofaringe foram semeados em placas de Petri contendo o meio
Brain Heart Infusion (BHI) agar (OXOID) suplementado com sangue desfibrinado de
carneiro a 5% e gentamicina 5Sug/ml(SIGMA) e em seguida os meios semeados foram
incubados a 36 = 1 °C em microaerofilia (jarra com vela) por 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo foram selecionadas colOnias isoladas que apresentassem as seguintes
caracteristicas: colonias planas com uma zona cinza-esverdeada ao redor (alfa hemdlise)
(Figura 7). Estas colonias foram entdo reisoladas em outras placas de Petri contendo o mesmo
meio de cultura, a fim de gerar uma maior massa celular bacteriana para posterior realizagdo
da coloragdo de Gram, dos testes com disco de optoquina (5ug) e solubilidade em bile em
solucdo de deoxicolato de s6dio a 10% (BAYRAKTAR et al, 2005; FONSECA et al, 2005;
STRATCHOUNSKI et al., 2006; LAUDERDALE et al, 2006).

Figura 7. Crescimento em dgar sangue de colOnias
planas com alfa hemdlise ao seu redor, caracteristicas de
S. pneumoniae.

Fonte: Laboratério de Bacteriologia, UFC, 2011.
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5.5. Identificacao de S. pneumoniae

Colonias planas, que apresentaram em sua volta alfa-hemdlise (hemdlise parcial), que
microscopicamente, coradas pela coloracio de Gram, mostraram-se arranjadas como
diplococos Gram-positivos em forma de lanca (Figura 8A), foram selecionadas para o teste da

sensibilidade a optoquina (FACKLAM; WASHINGTON, 1991).

O teste de sensibilidade a optoquina foi realizado semeando uma cultura recente (24h)
de S. pneumoniae em &agar Mueller-Hinton (DIFCO) suplementado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro e com o auxilio de um swab. Em seguida um disco de optoquina
(5pg) foi aplicado sobre o indculo semeado e a placa incubada em microaerofilia e a 37°C por
24h. As cepas que apresentaram sensibilidade a optoquina (halo de inibicdo > 14 mm) (Figura
8B) foram identificadas como S. pneumoniae (FACKLAM; WASHINGTON, 1991; CLSI,
2010).

O teste da sensibilidade a optoquina foi confirmado com o teste da bile solubilidade
em solugdo deoxicolato de sédio a 10%, que foi realizado com a prepara¢do de uma solugao
0,5 na escala de turbidez de McFarland (1,5 x 10® unidades formadoras de coldnias por
minilitro (UFC/ml)), com al¢a de platina, do crescimento bacteriano de 24 horas. Em seguida
0,5 ml desta solu¢do foi pipetada dentro de um tubo contendo 0,5 ml da solucdo de
deoxicolato de sddio a 10%. Se a solucdo se apresentasse limpida ap6s 5 a 15 minutos depois,
o teste era considerado positivo (Figura 8C). (STRATCHOUNSKI et al., 2006;
LAUDERDALE et al, 2006; LAVAL et al, 2006).

Figura 8. A. S. pneumoniae corado pela técnica Gram: na seta € possivel visualizar cocos
dispostos aos pares em pequenas cadeias; B. Teste de sensibilidade a optoquina. C. teste da
bile solubilidade.
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Fonte: Laboratério de Bacteriologia, UFC, 2011.
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5.6. Estocagem das Amostras

Ap6s identificacdo, todas as amostras de portadores foram estocadas em caldo BHI
(OXOID) com 16% (vol/vol) de glicerol e congeladas a —80°C em triplicata para posterior
realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, genotipagem capsular e pesquisa de

genes de resisténcia (VIEIRA et al, 2007).

5.7. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

A escolha dos antimicrobianos testados foi realizada com base na utiliza¢do na rotina
clinica e na sua importancia como marcadores de resisténcia. Os antimicrobianos testados
foram: penicilina, amoxicilina, ceftriaxona, clindamicina, eritromicina €
sulfametoxazol/trimetoprim e o antibiograma foi realizado pelo método epsilometer-test (E-
test, BioMérieux).

O método E-test € baseado numa combinacdo dos conceitos de testes de diluicao e
difusdo. Como os métodos de diluicdo, o E-test quantifica diretamente a sensibilidade
antimicrobiana. O E-test consiste numa fita plastica fina, inerte e ndo porosa de Smm largura e
50mm de comprimento. Um lado da fita € marcado com uma escala de leitura de CIM em
pg/ml. Uma sigla designa a identidade do antibidtico. Um gradiente exponencial pré-
estabelecido do antibidtico seco e estabilizado é mobilizado no outro lado da fita. O gradiente
reflete uma faixa continua de concentracdo, que corresponde a vérias diluigdes num método
convencional de CIM.

Inicialmente prepara-se o inoculo em 1 ml de salina com suspensdo da colonia
bacteriana a fim de obter uma turvagao correspondente a 0,5 da escala de McFarland, que
corresponde 1,5 x 10° UFC/ml. Em seguida com swab a suspensdo é semeada em uma placa
de agar Mueller Hinton cation ajustado com sangue de carneiro desfibrinado a 5%. Apds o
semeio com auxilio de uma pinga aplica-se a fita de E-test dos antibidticos a serem testados,
onde ha uma liberacdo imediata do antibiético da fita para o agar. Apds incubagdo, quando o
crescimento bacteriano se torna visivel, uma elipse de inibi¢do simétrica ao redor da fita é

visualizada (Figura 9).



39

O ponto de corte para determinacdo de sensibilidade, resisténcia intermedidria e
resisténcia plena para os antibidticos testados foram escolhidas seguindo os padrdes do
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010) (Anexo II). Os pontos de corte para
penicilina considerados foram correspondente a penicilina oral, uma vez que as amostras
testadas foram isoladas de portadores e ndo de doenga invasiva. Os isolados que ndo foram
sensiveis a trés ou mais antimicrobianos foram considerados multirresistentes. A cepa S.

pneumoniae ATCC 49619 foi utilizada como referéncia da espécie no controle de qualidade

interno (FONSECA et al., 2005;STRATCHOUNSKI et al., 2006).

Figura 9. Teste de Sensibilidade a antimicrobianos pelo método de E-fest para penicilina,

ceftriaxona, amoxilina, clindamicina, eritromicina e sulfametoxazol/trimetoprim.

Fonte: Laboratério de Bacteriologia, UFC, 2011.
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5.8. Extracao de DNA

Para a realizacdo da extracdo do DNA as cepas de pneumococo foram retiradas do
estoque e inoculadas em caldo BHI (OXOID) e incubadas a 36 £ 1 °C durante 24 horas. No
dia seguinte as cepas eram semeadas em placas contendo o meio de cultura BHI &4gar
(OXOID) suplementado com sangue desfibrinado de carneiro (5%) adicionado de 5 pug/ml de
gentamicina e incubadas durante 24 horas a 36+1°C, em microaerofilia. As células
bacterianas, crescidas na placa, foram transferidas para 2ml de BHI caldo que foram
incubadas a 36 + 1 °C durante 24 horas. A extragdo do DNA pneumocdécico foi realizada

conforme as recomendagdes do DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen® Group, 2011).

5.9. Iniciadores

Trinta e nove pares de iniciadores foram usados para atingir os sorotipos 1, 2, 3, 4, 5,
6A/B, 7F, 7C, 8, 9N, 9V, 10A, 10F, 11A, 12F, 13, 14, 15A, 15B/C, 16F, 17F, 18, 19A, 19F,
20, 21, 22F, 23A, 23B, 23F, 24, 31, 33F, 34, 35A, 35B, 35F, 38 e 39. Um par de iniciadores
foi incluido (cpsA-f e cpsA-r) como controle interno que tem como alvo o locus cpsA presente

em todos os pneumococos (Anexo III). (PAI et al., 2006; DIAS et al, 2007).

5.10. Esquema da PCR Multiplex

Para realizacdo da PCR multiplex foi utilizado o protocolo descrito por Pai e
colaboradores em 2006 e Dias e colaboradores em 2007 (Anexo 1V). Os iniciadores foram
utilizados em oito reagdes de multiplex, e outra reacdo foi utilizada para diferenciar os
sorotipos 6A/B do 6C. Os iniciadores foram agrupados com base na distribuicao dos sorotipos
dos pneumococos invasivos encontrados no Brasil. Na primeira reacao foi colocado um par de
iniciadores do gene controle (cpasA) e mais cinco pares de iniciadores que tinham como alvo
a parte varidvel do locus cps, correspondentes aos sorotipos especificos desta reagdo. Os
isolados que os sorotipos ndo foram identificados nas primeiras reagdes foram testados nas
reacoes seguintes até a oitava reacdo. Os sorotipos ndo identificados apds as oito reacdes eram
considerados como nao-tipaveis. Como controle positivo interno foi utilizada a cepa de S.
pneumoniae ATCC 49619 e como controle negativo foi utilizada dgua no lugar do DNA

bacteriano.
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Os PCRs foram realizados em solu¢do contendo 25 pl, com cada mix da reacdo
contendo: HotStarTaq® Master Mix Kit (Qiagen®) e os 12 iniciadores € o DNA dos isolados
a serem identificados, na concentracdo de 25ug/ml (20 pg/ml de mix + 5 pg/ml de DNA).
Ciclos térmicos realizados em GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas seguintes
condig¢des: um ciclo a 94°C por 15 minutos seguido de 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por
30 segundos (desnaturacdo), 54°C por 90 segundos (anelamento) e 72°C por 60 segundos
(extensao) e 72°C por 10 minutos (extensao final).

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio Reagents)
em 1X tampdao TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de 4cido acético glacial, | mM EDTA, pH
8.0) a 100 V por 1 hora e 30 minutos. Os géis foram revelados com brometo de etidio (0,5
pg/ml), em luz UV as imagens foram fotografadas e analisadas no ImageQuant 300 (GE
Healthcare Life Sciences). Os tamanhos dos produtos de PCR foram comparados com

marcador de peso molecular padrdao (marcador de 50pb ou 100pb; Fisher Bio Reagents).

5.11. Deteccao dos Genes de Resisténcia

5.11.1. Mutagoes nas Proteinas Ligadoras de Penicilina - PLPs

Todos os isolados genotipados foram submetidos ao teste de PCR para a detec¢do das
mutagdes nas PLPs 1a, 2b e 2x. Em cada reagao foi realizada com os iniciadores desenhados
por Nagai e colaboradores (2001) (Anexo III). Os PCRs foram realizados em trés solucdes
com volume final de 25 pl, cada mix da reagdo contendo: HotStarTaq® Master Mix Kit
(Qiagen®) e os iniciadores iniciadores da PLP pesquisada. Ciclos térmicos foram realizados
em GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas seguintes condi¢des: um ciclo a 94°C
por 5 minutos seguido de 30 ciclos de amplificacdo a 94°C por 5 segundos (desnaturacio),
50°C por 5 segundos (anelamento) e 72°C por 5 segundos (extensdo), sem extensao final. Um
controle positivo foi incluido em cada reacdo, uma cepa de S. pneumoniae que nao tinha
alteracdo em nenhuma das proteinas de ligacao estudadas (1a, 2b e 2x). Um controle negativo
também foi incluido em cada reagdo, o qual continha dgua mili-q ao invés do DNA

pneumocdcico.
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Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio Reagents)
em 1X tampao TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de 4cido acético glacial, | mM EDTA, pH
8.0) a 100 V por 1 hora e 20 minutos. Os géis foram revelados com brometo de etidio (0,5
pg/ml), as imagens foram fotografadas e analisadas no ImageQuant 300 (GE Healthcare Life
Sciences). Os tamanhos dos produtos de PCR foram comparados com marcador de peso
molecular padrao (50 pb ou 100 pb ladder; Fisher Bio Reagents). As amostras que
apresentaram banda visivel no gel de agarose foram as que nio sofreram alteracdes nos gene

das plps.

5.12. Analise Estatistica

O teste utilizado neste trabalho foi o Teste Exato de Fisher, na qual sua hip6tese nula
testa se as varidveis sdo independentes (ndo tem associacao). Depois de efetuados os testes, e
verificando quais tabelas 2x2 tem associacdo, foram realizadas as razdes de chances.Os dados
foram organizados e analisados no software Microsoft Office Excel 2007 em conjunto com o

software R 2.14.1.
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6. RESULTADOS

6.1. Prevaléncia de Portadores

Entre janeiro a dezembro de 2011, foram recrutadas 291 criancas saudaveis usudrias
de creches municipais da regional V de Fortaleza, com idade entre 20 a 65 meses, com média
de 42,5 meses. Foram coletadas uma média de 20 criangas por creche. As coletas foram
realizadas em todas as 14 creches municipais da regional V de Fortaleza.

Foram isolados S. pneumoniae em 165 criangas, perfazendo uma taxa de portadores
sadios de 56,7%. Oitenta e cinco (51,5%) desses portadores eram do sexo masculino. A
distribuicao dos portadores de acordo com sexo e idade é mostrada na tabela 1. Nao houve

relacdo estatistica entre sexo e a idade dos portadores.

Tabela 1. Prevaléncia dos portadores do S. pneumoniae distribuida por sexo

e idade.

Idade Masculino (%) Feminino (%) Total (%)
20-36 meses 30 (35,3) 29 (36,2) 59 (35,7)
37-48 meses 29 (34,1) 28 (35,0) 57 (34,5)
49-65 meses 26 (30,6) 23 (28,8) 49 (29,8)

Total 85 (51,5) 80 (48,5) 165 (100)

6.2. Sensibilidade aos Antimicrobianos

Das 165 cepas de S. pneumoniae isoladas, foi realizado o teste de sensibilidade a
antimicrobianos pelo método do E-test para 162 cepas, pois trés cepas foram perdidas devido

a contaminacdo durante o processo de reativagdo das mesmas.
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Dos 162 isolados, 45 (27,8%) foram resistentes a penicilina, sendo que 43 (95,5%)
apresentaram resisténcia intermedidria e 2 (4,5%) resisténcia plena. Nenhum isolado
apresentou resisténcia a amoxicilina e a ceftriaxona As taxas de resisténcia para eritromicina e
clindamicina  foram 22 (13.6%) e 17 (10.5%), respectivamente. Para
sulfametoxazol/trimetoprim, 122 (75.3%) isolados foram resistentes, sendo que 103 (84,4%)

apresentaram resisténcia intermedidria e 19 (15.6%) resisténcia plena. (Figura 10).

Figura 10. Percentuais de sensibilidade e resisténcia del62
cepas S. pneumoniae frente aos antibidticos testados.
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*Amox: Amoxilina; *Cef: Ceftriaxona; *Clind: Cindamicina; *Eri:
Eritromicina; *Pen: Penicilina e *Sut: sulfametoxazol/trimetoprim.

6.3. Genotipos

A genotipagem dos isolados de S. pneumoniae de criancas portadoras usudrias de
creches foi feita através da técnica de multiplex PCR. Foram incluidos 129 isolados no estudo
de genotipagem capsular, pois 36 foram perdidas por contaminacdo durante o processo de
reativagdo das cepas. Todos os isolados selecionados foram positivos para o gene cpsA,

comprovando que eram realmente S. pneumoniae.



566 pb

384 pb

250 pb

189 pb

160 pb

45

Os gendtipos capsulares de 115 isolados de criancas portadoras, dos 129, foram
identificados pela técnica de multiplex PCR (Figura 11), enquanto 14 cepas (10,8%) nao

tiveram os genétipos capsulares identificados, sendo consideradas nao-tipaveis.

Figura 11. Eletroforese da 1* reagdo de multiplex-PCR em gel de agarose a 2% com brometo de
etidio. Linha 1: marcador de peso molecular de 50 pb; linha 2: controle negativo (C.N.); Linha 3-14:
controle interno gene cpsA (160 pb); Linha 3, 6, 7 e 12: gendtipo 14 (189 pb). Linha 5: genogrupo 6
(6A/6B/6C/6D) (250 pb); Linha 11: gendtipo 19A (566 pb); Linha 13: gendtipo 23F (384 pb); Linhas
4,8,9 e 10: gendtipos ndo identificados na 1* reagdo: Linha 14: controle positivo (S. preumoniae

ATCC 49619).

Fonte: Laboratdrio de Bacteriologia.

Utilizando a primeira reacdo de multiplex PCR para os gendtipos 6A/6B/6C/6D,
OV/9A, 14, 19A e 23F, foram identificados 88 (68.2%) gendtipos dos isolados testados.
Usando a segunda reacdo para os genoétipos 3, 7F / 7A, 10A, 15B/15C, 18C/18A/18B/18F e
19F, foram identificados mais 24 (18,6%) gendtipos dos isolados testados, totalizando 112
(86,8%) gendtipos identificados na primeira e na segunda reagao.

Oito diferentes gendtipos capsulares foram encontrados. Os sorotipos mais comuns
encontrados foram 6A/6B (62/47,6%), 14 (18/14%), 15B/15C (16/12,4%), 19F (8/6,2%) e
23F (8/6,2%) (Figura 12).
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Figura 12. Distribui¢do dos 129 isolados de S. pneumoniae de acordo com os
gendtipos encontrados.

50,00%
45,00%

40,00%
35,00%
30,00%
25,00%

20,00%

15,00%

10,00%
5,00% i
0,00%

& N
AN

O Y
Q)\@ AOIRON ?5\\0 c)Q\“‘ ‘ Yg
N D ng &Q

Genotipos

Entre os genétipos encontrados, os mais associados com resisténcia aos

antimicrobianos testados foram 6A/6B, 14, 19F e 23F (Tabela 2).
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Tabela 2. Nuimero e porcentagem de isolados de pneumococos resistentes a diferentes agentes
antimicrobianos, distribuidos de acordo com os genoétipos.
Genétipo N (%) PEN-I' PEN-R® ERI-R° CLI-R’ STX-I* STX-R' MDR®
129(100) 38(29.5) 2(1.5) 16(12.4) 9(7) 83(64.3) 15(11.6) 16 (124)

6A/6B 62(47.6) 13 1 6 3 40 8 5
14 18(14) 10 - 2 2 13 2 3
I5B/15C  16(12,4) 2 - - - 8 1 -
19F 8(6,2) 4 - 5 1 6 2 5
23F 8(6,2) 5 - 1 1 4 - 1
11A/11D 1(0,7) 1 - - - 1 - -
24 1(0,7) - - - - 1 - -
35A/35C/42  1(0,7) - - ; ; 1 ] _
NT" 14(10,8) 3 1 2 2 9 2 2

*PEN-I: Resisténcia intermedidria a penicilina; "PEN-R: Resisténcia plena a penicilina; “ERI-R: Resisténcia 2 eritromicina; ICLI-
R: Resisténcia a clindamicina; “STX-I: Resisténcia intermedidria 2 sulfametoxazol-trimetoprim; 'STX-R: Resisténcia plena a

sulfametoxazol-trimetoprim; *®MTR: Multirresistente; "NT: ndo-tipavel.

6.4. Detecciao de Genes de Resisténcia

Todos os isolados genotipados de S. pneumoniae foram submetidos a técnica de PCR
para verificagdo de alteragdes nos genes das plps la (Figura 13), 2b (Figura 14) e 2x (Figura
15). A porcentagem de isolados de S. pneumoniae com mutacao em pelo menos um dos genes
das plps 1a, 2b e 2x foi de 68,2% (88/129).
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 2% brometo de etidio para
visualizagdo do produto da plp la das cepas de S. penumoniae isoladas de
criangas portadoras usudrias de creches. Linha 1, marcador de peso molecular
de 50 pb; linha 2, controle negativo; linha 3, controle positivo para plp 1a (195

pb); linhas 4,5,8,11,13 e 14, amostras com alteragdo no gene plp la.

P/~ 8 O 10888 12 13=ATES5 16

Fonte: Laboratdrio de Bacteriologia

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 2% brometo de etidio para
visualizacdo do produto da plp 2b das cepas de S. penumoniae isoladas de
criangas portadoras usudrias de creches. Linha 1, marcador de peso molecular
de 100 pb; linha 2, controle negativo; linha 3, controle positivo para plp 2b

(147 pb); linhas 4 e 6, amostras com alteragdo no gene plp 2b.

147 pb

Fonte: Laboratdrio de Bacteriologia

48
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 2% brometo de etidio para
visualizacdo do produto da plp 2x das cepas de S. pneumoniae isoladas de
criangas portadoras usudrias de creches. Linha 1, marcador de peso molecular
de 100 pb; linha 2, controle negativo; linha 3, controle positivo para plp 2x

(197 pb); linhas 4,6,8 e 9 amostras com alteracdo no gene plp 2x.

197 pb

Fonte: Laboratério de Bacteriologia.

A Figura 16 mostra a correlagdo entre os CIMs de penicilina de 129 isolados
genotipados de S. pneumoniae e o nimero de mutagcdes nos genes plps. O nimero de isolados
de pneumococos sensiveis a penicilina foi significativamente maior entre os isolados com < 1
mutacgdo nas plps do que entre aqueles com > 2 mutacdes nas plps (71,9% (64/89) e 28,1%
(25/89), respectivamente (p <0,05)). Enquanto que o nimero de isolados de pneumococos nao
sensiveis a penicilina foi significativamente maior entre os isolados com > 2 mutacdes nas
plps do que entre os isolados com < 1 pbp (90% (36/40) e 7,7% (3/40), respectivamente (p
<0,05)).
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Figura 16. Distribuicao dos nimeros de isolados que apresentaram alteracdes nos

genes das plps de acordo com a CIM de penicilina

80
]

70 1

N° de mutacoes
60 - nos genes PLPs

m3 w2 m] mQ

50 A

N° de isolados
N
)
1

20 A .

0 - .-.-.!._...-ﬁ

<0,06 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2
CIM da penicilina(pg/ml)

MIC=0,006 pg/ml (Sensivel); 0,12-1 (Resisténcia intermedidria); MIC = 2 (Resisténcia plena).

6.5. Cobertura Potencial da Vacina

A vacina conjugada 10-valente (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5 e 7F), de acordo
com os gendtipos encontrados nesse estudo, e considerando uma reacdo cruzada entre os
gendtipos 6A/6B no genogrupo 6 , tem a cobertura potencial de 74.4% (96/129) sobre o total
dos sorotipos encontrados. A cobertura potencial das vacinas conjugadas 10 e 13-valente (10-
valente mais os sorotipos 3, 6A e 19A) sobre todos os sorotipos encontrados em nesse estudo

é a mesma.
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7. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, muitos estudos t€ém sido publicados mundialmente sobre as
doencas pneumocodcicas e os seus fatores de risco. Isto se deve a importancia da doenca
pneumocoécica com sua alta morbidade e mortalidade e também devido ao aumento do
nimero de cepas de S. pneumoniae resistentes aos antimicrobianos. (BRANDILEONE et al.
2006; JEFFERSON et al. 2006; FLAMAING et al. 2008; LAGOS et al. 2008; YANG et.
2008; CHEN et al. 2009; MANTESE et al. 2009; HUNG et al. 2013)

Os esfor¢os mundiais para controlar as doencas pneumocdcicas t€ém se concentrado na
pesquisa de novas vacinas que contemplam os sorotipos prevalentes em determinada regido.
Com a introdug¢ao das vacinas pneumocdcicas conjugadas 10 e 13 valentes em muitos paises,
estudos realizados recentemente ja tratam do efeito da vacina sobre os sorotipos
(ISAACMAN et al. 2010; DEL. AMO et al. 2013; RICKETSON et al. 2013; ZUCCOTTI et
al. 2014). Porém, dados sobre criangas portadoras sauddveis de S. pneumoniae e nado
vacinadas, como por exemplo, a taxa de portadores, os sorotipos prevalentes e a resisténcia a
antimicrobianos, sao necessarios para monitorar o efeito da introducdo da vacina em paises
como o Brasil, onde a VPC-10 foi introduzida recentemente (FRANCO et al., 2010; NEVES
et al. 2013).

A taxa de portadores de S. pneumoniae , bem como os sorotipos, varia com a idade e
regido geografica, e tem como principal fator de risco o confinamento, como ocorre em
hospitais, creches e prisdes, que aumenta a propagacao horizontal das cepas de pneumococos
(BOAGERT et al. 2004).

Na Asia, em um estudo realizado em Taiwan (CHEN et al., 2007), com 94 criangas
usudrias de creches ndo vacinadas, com idade entre trés e quatro anos foi encontrada uma taxa
de portadores de 26,6%.

Hashida e colaboradores (2011), em Fukuoka, no Japdao, em uma pesquisa com 363
criancas nao vacinadas usudrias de creches, com idade entre 1 e 6 anos encontraram uma taxa
de colonizacao de 43,3%.

Na Coréia, Kim e colaboradores (2011), encontraram uma taxa de portadores, em um
estudo realizado com 200 criancas usudrias de creches, ndo vacinadas, na faixa etdria
semelhante ao do presente estudo (18-59 meses), de 31,5%.

Na Africa, Tanzania, Moyo e colaboradores (2012), em um estudo realizado com 300
criancas sauddveis, ndo vacinadas, menores de 5 anos de idade, encontraram uma taxa de

portadores de pneumococo de 35%.
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Dayie e colaboradores (2013), em um estudo realizado em Gana, com 848 criangas
usudrias de creches e jardins de infancia, menores de 6 anos, ndo vacinadas, relataram uma
taxa de colonizacao de 32%.

No Marrocos (BOUSKRAOUI et al. 2011), em um estudo com 660 criangas
sauddveis, frequentadoras de clinicas de vacinacdo, menores de 2 anos de idade, nao
vacinadas, foi encontrada uma taxa de colonizacao de 45,8%.

Na Turquia em um estudo realizado por Artan e colaboradores (2008), realizando
coletas a partir de orofaringe, de 683 criancas saudaveis, frequentadoras de pré-escola, com
idade entre 5 e 6 anos, encontraram uma taxa de portador de S. pneumoniae de 4,2%

Em um estudo realizado por Roche e colaboradores (2007), em Londres, com criangas
usuarias de creches, com a faixa etaria variando de seis meses a cinco anos, foi observada
uma taxa de portadores de 51%, com uma frequéncia maior de portadores nas criangas com
faixa de idade entre 1-2 anos.

Nunes e colaboradores (2005), em Portugal, obtiveram a partir de criancas usudrias de
creches de Lisboa, com faixa etiria entre seis meses e seis anos de idade, uma taxa de
portadores de 63%.

Na Grécia (KATSAROLIS et al. 2009), em uma pesquisa com 2536 criancas usudrias
de creches e de pré-escolas, ndo vacinadas, encontraram uma taxa de portadores de 29,41%.

Na Russia, Stratchounski e colaboradores (2006), relataram uma taxa de colonizacao
em criancas usudrias de creches, menores que cinco anos, de 45,8% na Rissia europeia e
53,8% na Ruassia asiatica.

Monteros e colaboradores (2007) realizaram um estudo no México, com 2777 criangas
usuarias de creche, com idade variando entre dois meses a seis anos, € encontraram uma taxa
de colonizacao de 29,9%.

Na América do Sul, na Venezuela, em uma pesquisa realizada por Rivera-Oliveiro e
colaboradores (2011), com 1004 criancas sauddveis, com faixa etdria variando de 3 a 65
meses, atendidas em um hospital infantil, foi encontrada uma taxa de portadores de 27%.

No Brasil, no Rio de Janeiro, em um trabalho realizado por Neves e colaboradores
(2013), com 102 criangas sauddveis usudrias de creches, menores de 6 anos, ndo vacinadas,
foi observada uma taxa de colonizacdo por pneumococo de 58,8%.

Em Goilnia, uma pesquisa realizada por Franco e colaboradores (2010), com 1192
criangas sauddveis usudrias de creches com idade variando de 2 a 59 meses, ndo vacinadas,

mostrou uma taxa de portadores de 57,6%.



53

Velasquez e colaboradores (2009), em uma pesquisa realizada no Parand, com 212
criangas saudaveis usudrias de creches, com idade variando de 3 meses a 6 anos, encontraram
uma taxa de portador de 43,4%.

Rey e colaboradores (2002) realizaram um trabalho em Fortaleza, em 1998, com 213
criancas usudrias de creches, na faixa etdria entre 2-59 meses, € encontraram uma taxa de
portadores de 72%.

Analisando os trabalhos citados, é possivel observar uma grande variacdo na taxa de
portadores sadios em todo o mundo. No Brasil, nos trabalhos citados acima a taxa variou de
43 a 72%. E possivel afirmar, que a taxa de portadores encontrados no presente estudo, de
56,7%, realizado com criangas portadoras usudrias de creches, ndo vacinadas, € alta, porém €
menor que a encontrada por Rey, em Fortaleza, ha treze anos. Isto se deve, provavelmente, a
melhoria nas creches municipais apds a aprovacdo do Plano Municipal de Educagao,
sancionado em dezembro de 2008, que tem como metas principais a ampliacdo e adequacao
da rede fisica das creches, com reducdo de criancas por sala, bem como a melhoria do
programa de alimentag@o escolar, melhorando a nutricao das criangas que frequentam creches
(Politica de Educacao Infantil do Municipio de Fortaleza, 2010).

Essa alta taxa de colonizag¢do encontrada no presente estudo é corroborada por varios
autores que pontuam as creches, devido ao confinamento de vdrias criancas em um
determinado local, como o principal fator de risco para adquirir a condicao de portador de S.
pneumoniae, uma vez que facilita a disseminacdo horizontal (BOGAERT et al. 2004;
BEREZIN et al. 2007; KATSAROLIS et al. 2009; VELASQUEZ et al. 2009; MEHR;
WOOD, 2012; NEVES et al. 2013).

Nosso trabalho nao encontrou nenhuma relacdo entre o sexo e estado de portador,
visto que a diferenca entre nimero de criancas portadoras do sexo masculino e do sexo
feminino nao foi significativa estatisticamente, resultado também encontrado por outros
autores em trabalhos realizados com criangas portadoras sauddveis. (REY et al, 2002;
BOGAERT et al, 2004; OZDEMIR et al, 2008; ARTAN et al, 2008; VELASQUEZ et al,
2009).

Com relagdo a faixa etdria foi observado no presente estudo que, apesar de ndao haver
diferencga estatistica na taxa de colonizacdo entre as faixas etdrias, houve uma tendéncia a
diminui¢do da taxa de portadores com o aumento da idade, resultado concordante com
estudos de autores que consideram que a taxa de portador € inversamente proporcional a faixa
etaria. Isso ocorre porque o sistema imune da crianca nao estd completamente desenvolvido,

favorecendo assim a colonizacdo por sorotipos de baixa imunogenicidade. A colonizacio da
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nasofaringe por S. pnumoniae é um pré-requisito para o surgimento da doenga pneumocdcica
local e sistémica. Estudos realizados no México (BAUTISTA-MARQUEZ et al , 2013),
Venezuela (RIVERA-OLIVERO et al, 2011) e no Brasil (BEREZIN et al, 2007), relatam que
a colonizacdo da nasofaringe de S. pneumoniae, em criangas, reflete diretamente na
sensibilidade aos antimicrobianos e na distribuicdo dos sorotipos em isolados de doencas
invasivas (MONTEROS et al, 2007; MEHR et al, 2012).

A disseminacdo de cepas de S. pneumoniae resistentes aos antimicrobianos tem
causado crescente preocupacdo em todo mundo. Muitos autores relatam em seus trabalhos que
i1sso se deve ao uso abusivo e indiscriminado de antibidticos em criangas. (REY et al. 2002;
BRANDILEONE et al. 2006; KORONA-GLOWNIAK et al. 2011; ASSEFA et al. 2013)
Variacdes fenotipicas e genotipicas tém sido observadas, sendo fundamental a vigilancia
epidemioldgica da resisténcia pneumocdcica, a fim de avaliar a disseminac¢do local da
resisténcia aos antimicrobianos e orientar de maneira especifica a terapéutica antimicrobiana
adequada para cada regido.

A taxa de resisténcia a penicilina encontrada neste estudo de 27,8% (26,5% resisténcia
intermedidria e 1,3% resisténcia plena), determinada pelo método de e-test, pode ser
considerada baixa quando comparada com os resultados encontrados por Rey e colaboradores
(2002), em estudo realizado em Fortaleza, em que foi encontrada uma taxa de resisténcia a
penicilina de 55% (49% resisténcia intermedidria e 6% resisténcia plena), determinada através
do método de microdilui¢do, em criancgas sauddveis usudrias de creches.

Em um estudo realizado por Velasquez e colaboradores (2009), no Parand, em 2008
com criangas usudrias de creches foi encontrada uma resisténcia a penicilina, pelo método de
e-test, de 57,6%, uma resisténcia também superior a encontrada em nosso estudo.

Laval e colaboradores (2006), em Goiania, encontraram, em um estudo comparativo
entre isolados de criancas portadoras saudaveis e isolados de criangas com infec¢ao sistémica,
uma taxa de resisténcia do S. pneumoniae a penicilina de, respectivamente, 19,8% e 19,2%,
ou seja, resisténcias semelhantes.

Porém mais recentemente, no Brasil, em trabalhos realizados por Franco e
colaboradores (2010) e Neves e colaboradores (2013) com criancas sauddveis usudrias de
creches, encontraram, respectivamente, uma resisténcia de 25,9%, pelo método de e-test, e de
27,3%, pelo método de microdilui¢do. Esses estudos apresentam uma taxa de resisténcia
semelhante a encontrada no presente estudo.

Em um estudo de vigilancia de doenca pneumocdcica, realizado por Brandileone e

colaboradores, em um periodo de 12 anos (1993-2004), realizado com 6.470 isolados
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invasivos de S. pneumoniae, de vérias regides do Brasil, foi observado que a resisténcia a
penicilina, durante o periodo estudado, aumentou de 10,2% para 27,9%. Os resultados
encontrados no presente estudo, apesar de ser com portadores saudaveis de S. pneumoniae,
mostra semelhanga na taxa de resisténcia a penicilina relatada no estudo de vigilancia de
doenca pneumocdécica (BRANDILEONE et al, 2006).

O baixo percentual da resisténcia a penicilina, observada em nosso trabalho e em
estudos recentes com criangas portadoras sauddveis, pode ser justificada pela diminuicdo do
uso deste antibidtico no tratamento da PAC em criangas, uma vez que a amoxicilina é um -
lactamico de uso oral, indicado como antimicrobiano de primeira escolha (DIRETRIZES
BRASILEIRAS EM PNEUMONIA ADQUIRIDA NA COMUNIDADE EM PEDIATRIA,
2007).

O mecanismo de resisténcia a penicilina ocorre devido a modificacao nas proteinas de
ligacdo a penicilina (PLP). Essa modificacdo reduz a afinidade de ligacdo do antibidtico -
lactamico ao alvo, e a medida que aumenta o nimero de PLPs alteradas, a concentragdo
inibitéria minima (CIM) aumenta gradualmente, passando de sensivel a intermedidria até
chegar a resisténcia plena, ou seja, quanto mais alteracdes nas PLPs maior a resisténcia do
penumococo a penicilina (HAKENBECK et al. 2012). No presente estudo observamos que a
grande maioria das cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina apresentaram alteracdes
em duas ou mais PLPs. Nossos resultados sdo concordantes com Zettler e colaboradores
(2006) e Hashida e colaboradores (2011), que também observaram um maior nimero de
alteracdes nas PLPs nas cepas resistente a penicilina.

Apesar das alteracOes nas PLPs, ndo observamos no presente estudo resisténcia aos
outros B-lactdmico, a amoxicilina e a ceftriaxona, isso pode sugerir que a resisténcia desses
antimicrobianos estdo associadas a mutagdes a outras PLPs, como a PLP 3 e PLP 1b, ou a
outras proteinas, como proteina histidina-cinase CiaH e glicosil-transferase CpoA
(HAKENBECK et al. 2012). No entanto, os isolados que apresentaram duas ou mais
mutacdes nas PLPs com CIM > 0,25 mg/ml para penicilina foram menos sensiveis a
amoxicilina e ceftriaxona como relatado por Noguchi et al. (2007).

No presente estudo ndo foi observada resisténcia das cepas de penumococos a
amoxicilina e ceftriaxona. Apesar da amoxicilina ser o firmaco de escolha para o tratamento
ambulatorial da pneumonia adquirida na comunidade (PAC) em criangas (DIRETRIZES
BRASILEIRAS EM PNEUMONIA ADQUIRIDA NA COMUNIDADE EM PEDIATRIA,
2007), nenhum trabalho na revisdo da literatura feita por nds, com criangas portadoras

sauddveis, testou a eficiéncia da amoxicilina frente ao pneumococo. Com relacdo a
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ceftriaxona, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo também foram
relatados em trabalhos realizados com criancas portadoras sauddveis, na Tanzania (MOYO et
al. 2012) e na Etiépia (ASSEFA et al. 2013). Em Fortaleza, Rey e colaboradores (2002)
encontraram 99% de sensibilidade a ceftriaxona. Desse modo € possivel concluir com nossos
resultados comparados com os de 13 anos atrds, que a ceftriaxona € uma droga eficiente frente
a0 pneumococo nas cepas que circulam em Fortaleza.

O alto indice de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim encontrado neste trabalho
(75,3%) foi semelhante ao descrito por Velasquez e colaboradores (2009) em estudo realizado
com criancas usudrias de creches publicas do Parand, que encontraram uma taxa de resisténcia
de 72,8% e ao de Rey e colaboradores (2002), em estudo realizado em criancas usudrias de
creches publicas de Fortaleza, em que foi encontrada uma resisténcia de 79%. Em um estudo
recente realizado por Neves e colaboradores (2013), com criancas usudrias de creches, foi
encontrada uma resisténcia de 51%, que apesar de ser menor que a encontrada no presente
estudo, pode ser considerada uma elevada resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim. Este
alto indice de resisténcia pode ser justificado pelo alto consumo do sulfametoxazol-
trimetoprim por ser um antimicrobiano oral de baixo custo e durante muito tempo foi de facil
acesso no comércio farmacéutico.

A resisténcia a eritromicina, de 13,6%, e clindamincia, de 10,5%, encontrada neste
estudo, determinada pelo método de e-test, se apresenta menor que a encontrada por Rey e
colaboradores (2002), determinada pelo método de microdiluicio, onde a resisténcia
encontrada para eritromicina e clindamicina, determinadas pelo método de microdilui¢ado, foi
de 23% e 18%, respectivamente.

Velasquez e colaboradores (2009), em trabalho realizado com criancas portadoras
saudaveis, usudrias de creches, encontraram uma resisténcia, a eritromicina € a clindamicina,
determinadas pelo método de disco difusdo, de 8,7% e 1,1% respectivamente. Mais
recentemente, Neves e colaboradores (2013) ndo encontraram resisténcia a eritromicina e
clindamicina em criancas sauddveis usudrias de creches. Essa diminui¢do da resisténcia pode
ser explicada pelo controle das vendas de antibidticos em farmécias, regulamentada pelas
RDC (Resolu¢do da Diretoria Colegiada) 44, de outubro de 2010, que restringe a venda de
antimicrobianos somente com receita especial concedida pelo médico. Além disso, os
macrolideos sdo antimicrobianos de segunda escolha para o tratamento da PAC em criangas o
que também restringe o uso dos mesmos (DIRETRIZES BRASILEIRAS EM PNEUMONIA
ADQUIRIDA NA COMUNIDADE EM PEDIATRIA, 2007).
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Apesar de existir mais de 92 sorotipos diferentes de S. pneumoniae (LINARES et al,
2010), cerca de quinze sorotipos parecem causar a maioria das doencas invasivas. Na América
Latina, 13 sorotipos correspondem a mais de 85% dos isolados invasivos (DIAS et al, 2007).
A identificacdo dos sorotipos do pneumococo pode ser realizada utilizando a sorologia
convencional (Reacdo de Quellung) ou a técnica de PCR multiplex (PAI et al, 2006; DIAS et
al, 2007).

O método considerado padrdo ouro para determinar os sorotipos mais comuns &€ a
sorotipagem convencional (Reacdo de Quellung), baseada na capacidade de o soro
hiperimune especifico reagir com a cdpsula da bactéria em suspensdo (AZARRI et al. 2010;
CEYHAN et al. 2010; JOURDAIN et al. 2011). Porém, o alto custo do antissoro, a
subjetividade na interpretacdo e as dificuldades intrinsecas da técnica da sorotipagem
convencional limitam o seu uso a poucos laboratdrios altamente especializados (PAI et al,
2006).

O desenvolvimento de sistemas de genotipagem baseados em PCR tem o potencial de
superar algumas dificuldades associadas a sorologia convencional, pois além de ser uma
abordagem simples, apresenta um melhor custo-beneficio (PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007,
JOURDAIN et al. 2011).

No presente estudo foram identificados cerca de 90% dos gendtipos capsulares pelo
método de multiplex PCR, resultado que foi semelhante ao encontrado em trabalhos
realizados na Africa do Sul (MORAIS et al. 2007), Espanha (ERCIBENGOA et al. 2012) e no
Brasil (DIAS et al. 2007).

Alguns estudos que compararam a técnica de sorotipagem convencional (Quellung)
com a técnica de genotipagem por multiplex PCR, afirmam que o multiplex PCR é o método
de identificacdo capsular mais eficaz para amostras de nasofaringe de portadores de
penumococo (ANTONIO et al. 2009, RIVERA-OLIVERO et al. 2009, ERCIBENGOA et al.
2012). No presente estudo, conseguimos identificar 70% dos genétipos capsulares ja na
primeira rea¢do, reduzindo, dessa maneira, os custos e o tempo de identificacdo dos mesmos.

A maior desvantagem da genotipagem baseada em PCR encontrada por nds, e que
também foi relatada em outros estudos (PAI et al. 2006; DIAS et al. 2007; JOURDAIN et al.
2011), foi a incapacidade de diferenciar genétipos de sequéncias genéticas semelhantes, como
0 6A e o0 6B.

No presente estudo encontramos uma variedade de gendtipos capsulares do

pneumococo, porém cinco gendtipos foram mais comumente encontrados. Quanto a
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frequéncia dos genétipos encontrados neste estudo, em ordem decrescente foram: 6A/6B,
seguido dos sorotipos 14, 15B/15C, 19F e 23F.

Os sorotipos 6A/B, 19F e 23F estdo entre os mais comuns em diversos estudos
realizados com portadores sauddveis, como em Portugal (NUNES et al. 2005), Londres
(ROCHE et al. 2007), Gana (DAYIE et al. 2013), Taiwan (KUO et al. 2011), Faixa de Gaza
(REGEV-YOCHAY et al. 2012), Israel (GREENBERG et al. 2011), México (LOS
MONTEROS et al. 2007), Venezuela (RIVERA-OLIVEIRO et al. 2011) e Peru (MERCADO
et al. 2012). No Brasil, esses quatro sorotipos também estdo entre os mais comuns em
trabalhos realizados estudo realizados em Goidnia (FRANCO et al. 2010) , Sdo Paulo
(BEREZIN et al. 2007) e Fortaleza (REY et al. 2002). Em um estudo realizado recentemente
no Rio de Janeiro (NEVES et al. 2013), com criangas portadoras sauddveis usudrias de
creches, além desses sorotipos mais comuns, também estd entre 0s mesmos O genogrupo
15B/15C, resultado semelhante ao presente estudo.

Dados recentes do SIREVA 1II (2011) mostraram que os sorotipos mais prevalentes
associados a doencga invasiva em criangas menores que cinco anos de idade, no Brasil, foram
o 14, 6A/6B, 19A, 3, 19F e 23F, sendo estes os responsdveis por aproximadamente 60%
dessas doencgas. Embora ndo tenhamos analisado isolados invasivos, estes sorotipos, exceto o
3 e o 19A, que ndo foram detectados, representaram 74% dos isolados de S. pneumoniae
detectados no presente estudo.

Foi observado neste estudo que os sorotipos 6A/6B, 14, 19F, e 23F estao diretamente
relacionados com a resisténcia aos antimicrobianos testados, resultado concordante por outros
estudos realizados no Brasil (DI FABIO et al. 2001, BRANDILEONE et al. 2006, LAVAL et
al. 2006, FRANCO et al. 2010).

No presente estudo, com os gendtipos capsulares identificados, foi possivel estimar a
cobertura potencial da VPC-10, introduzida no ano de 2010 no calendério de vacinagdo do
Brasil, que foi de 74,4%. Consideramos a cobertura potencial da PVC-13 igual a da PVC-10,
pois os gendtipos capsulares 6A (presente na PCV-13) e 6B, do genogrupo 6, sdo muito
proximos geneticamente, o que leva a uma resposta imunoldgica cruzada, quando a PCV-10 é
aplicada (LUCAREVSCHI et al. 2003; ROCHE et al. 2007; MEHR; WOOD. 2012).

A cobertura vacinal encontrada por nds foi maior que as encontradas em estudos
realizados com criangas portadoras saudaveis, como na Tanzania (MOYO et al. 2012), que foi
de 55,7%, em Taiwan (KUO et al. 2011), que foi de 57,5% e no Peru (MERCADO et al.
2012), que foi de 50,2%. No Brasil, a cobertura estimada da PVC-10, foi de 45,5%, no Rio de
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Janeiro (NEVES et al. 2013), de 59,3% em Goiania (FRANCO et al. 2010) e de 55,4% em
Sdo Paulo (BEREZIN et al, 2007).

A vacinagdo € uma medida profildtica importante, pois tem como objetivo prevenir a
doenca pneumocdcica, através da imunizacdo de criancas contra os sorotipos vacinais. Um
estudo realizado na Colombia (PARRA et al. 2012), mostrou uma diminui¢do na taxa de
portadores e reducdo dos sorotipos relacionados a resisténcia. No Brasil, ja foi relatado, em
estudo realizado por Afonso e colaboradores (2013), utilizando os dados do Sistema Nacional
de Informacdes Hospitalares, que apds a introducdo da VPC-10 no programa nacional de
imunizacao, foi observado um declinio significativo nas internagdes por pneumonia em Belo
Horizonte, Curitiba e Recife.

O presente trabalho gerou dados sobre a prevaléncia dos isolados de S. pneumoniae de
criangas portadoras sauddveis, usudrias de creches, em Fortaleza. Também revelou dados
fenotipicos e genotipicos acerca da resisténcia dos isolados frente ao antimicrobiano de
escolha para o tratamento das doengas pneumocdcicas. Dados sobre a resisténcia a penicilina,
e a outras drogas escolhidas para substitui-la, em caso de resisténcia elevada da mesma, na
regido, € importante para guiar o tratamento das doencas pneumocdcicas, uma vez que na
maioria das vezes ele € empirico. Este trabalho também gerou dados sobre os sorotipos

presentes entre os isolados de S. pneumoniae de criangas portadoras sauddveis, o que

contribui para avaliar a cobertura potencial da VPC-10.
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8. CONCLUSAO

A taxa de colonizacdo de criancas sauddveis usudrias de creches, por
pneumococo, em Fortaleza, apesar de menor que a encontrada em 2002 por
Rey e colaboradores, € alta;

As resisténcias das cepas de S. pneumoniae isoladas de criangas sadias
usudrias de creches, a penicilina e ao sulfametoxazol-trimetoprim sao elevadas.
Os antimicrobianos amoxicilina e ceftriaxona seriam uma boa escolha para o
tratamento empirico de doengas causadas por S. pneumoniae isolados neste
estudo.

Os genétipos de pneumococos mais prevalentes encontrados em criancas
portadoras usudrias de creches foram o 6A/6B, 14, 15B/15C, 19F e 23F,
estando de acordo com o que foi encontrado por outros pesquisadores.

As cepas de S. pneumoniae que apresentaram as CIMs mais elevadas frente a
penicilina, foram as que demonstraram duas ou mais PLPs alteradas.

A cobertura potencial da VPC-10, em isolados de portadores saudaveis de S.

pneumoniae, é alta quando comparada a outros estudos realizados no Brasil
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APENDICE I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentimento para Participar no Estudo Prospectivo de Streptococcus pneumoniae:
resisténcia a antimicrobianos, identificacio de genes de resisténcia a penicilina e
genotipagem capsular.

O que estamos tentando encontrar:
Nés convidamos sua crianga para participar no estudo de pesquisa porque seu filho € sadio, e
nds queremos descobrir se uma bactéria chamada pneumococo, estd presente na parte de tras
do nariz de criangas menores de cinco anos, em criancas sem doenca. Seu filho/a foi
selecionado porque ela/ele freqiienta uma creche municipal de Fortaleza. O (a) Sr.(a) e sua
crianga serd requisitada apenas para responder um questiondrio e colher o material para poder
cultivar a bactéria do nariz.
O que acontecera:
Se o (a) Sr. (a). permitir que sua crianca participe do estudo sobre o pneumococo, nos
vamos proceder da seguinte maneira:
= Fazer perguntas de um questiondrio para conhecer as condi¢des de vida da sua
familia e da sua sadde, se toma remédios ou ja se internou, entre outras
informacdes.
= Vamos colher rapidamente um pouco de material da parte de trds do nariz da
crianca com um pequeno cotonete de haste comprida e flexivel (mole), que se
dobra com facilidade.
= Esse material serd mandado para o Laboratério de Microbiologia Médica —
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal de
Fortaleza onde serd procurada a bactéria pneumococo que queremos estudar.
= Vamos ver se, caso seu (sua) filho(a) tenha o germe, se ele € resistente aos
antibidticos que se costuma usar para infeccdo de ouvido, pneumonia ou até
meningite.
Beneficios:
Sua crianga receberd serd examinada rapidamente para saber se estd bem, depois serd colhido
o material para o laboratério. Queremos saber se seu(sua) filho(a) e outras criancas sadias
carregam o pneumococo no nariz. Os resultados deste estudo podem ajudar no tratamento
futuro de outras criancas com infec¢do grave, de ouvido ou com pneumonia por pneumococo,
e até no desenvolvimento de uma vacina que proteja as criangas contra essas infeccoes.
Riscos:
A colheita do material do nariz € rdpida e ndo apresenta risco porque se a haste encontra um
obstdculo no nariz ela se dobra e nao fere a crianca. Esse procedimento ja foi feito em
centenas de criancas sadias menores de cinco anos em Fortaleza, sem nenhuma complicagao.
O tnico risco € um desconforto rapido na hora de colocar o swab (cotonete flexivel). Algumas
criancas podem ter enjoo ou ansia na hora de passar o cotonete, mas que acaba logo. Pode
acontecer também do cotonete vir sujo de sangue se a crianga estiver gripada, mas isso € sem
gravidade.
Confidencialidade
Todas as informacdes sobre sua crianga serdo guardadas de maneira confidencial em respeito
a privacidade pessoal dela. Somente os investigadores, os membros do Comité de Etica e
pessoas ligadas ao financiamento do estudo terdo acesso dados do questiondrio ou do



resultado do laboratério. Além disso, o nome de seu(sua) filho(a) ficard protegido das
pessoas e substituido por um nimero de identificacao.

Direitos de saida do estudo:

A participacdo de sua crianca no estudo é completamente voluntdria. Vocé € livre para saida
do estudo em qualquer tempo sem prejudicar qualquer atendimento na creche ou de vacinas
Para isso, vocé precisa s6 comunicar aos pesquisadores, que ndo deseja mais participar do
estudo.

Duracio do participante no estudo:

Cada crianga serd examinada e terd uma amostra colhida somente uma vez.

Pagina de assinaturas

Assinando este termo por vontade prépria vocé estard dando consentimento para a
participacdo de sua crianga no estudo de pesquisa clinica e para o uso dos dados coletados
para andlise cientifica e sua divulgacdo, desde que sua identidade pessoal ndo seja revelada.
Vocé também da direito ao Comité de Etica, aos representantes locais e nacionais de
regulagdo em pesquisa e do patrocinador, de comparar estes dados com outros arquivos
originais do hospital. Vocé€ também estd consciente dos procedimentos e necessidades deste
estudo, e das possibilidades de risco e desconforto da sua crianca que lhe foram explicadas.
Todas as dividas foram respondidas e vocé estd satisfeito (a) com as respostas que recebeu.

Nome da crianga (letra de forma)

Nome do representante legal (letra de forma)

Data: _/_ /__Hora

Assinatura do representante legal
Pessoa que obteve o consentimento

Eu confirmo que o estudo foi explicado ao representante legal do paciente acima, € que o
consentimento para sua participacao foi dado.

Nome da pessoa que obteve o consentimento (ou carimbo)

Testemunha imparcial

Eu testemunhei a discussdo do termo de consentimento livre e esclarecido e confirmo que
todas as informacdes do termo foram apropriadamente explicadas e aparentemente
compreendidas pelo representante legal e que o consentimento foi dado espontaneamente.

Nome da testemunha (letra de forma)

Assinatura da testemunha



APENDICE II - Questionario

VIGILANCIA DO Streptococcus pneumoniae

QUESTIONARIO DE PORTADORES SADIOS

ID do entrevistador (1, 2, 3) ID

Numero de identificagao NUMID |

1. Identificacao

1.1 Data da coleta DATACOLE |

/ / |

1.2 LOCAL DA COLETA DE MATERIAL |Nome da creche
I

1.3 Nome da crianca | | SEXO (M,F)

1.4 Data de nascimento DATANAS | /

1.5 Idade IDADE |__Janos|__ _ |meses

1.6 Quantas criancas moram na casa CRIACASA

1.7 A crianga recebeu a vacina VCP-10 VACINA
1 Sim
2 Nao

2. Dados clinicos

2.2. A Sra. deu algum remédio para seu filho desde o dia
~_de__ (30DIASATRAS)? (9=NS)

1 Sim

2 Nao

3 Néao sabe

DEUREMED

2.4. A Sra pode dizer o(s) nome(s) do(s) remédio(s) que
seu filho tomou (se puder, mostrar a embalagem)
NOME DO REMEDIO | |

| |

2.5. Onde a criancga passa o dia quando ela esta boa?
1 Casa

2 Creche

3 Casa de parentes, vizinhos 4 Outro local

CRIANFIC




ANEXO I - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

Hospital infanti COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Assggﬁa sandaoac?a!in Rua Tertuliano Sales 544 — Vila Unido - Fortaleza — Ceara

FoneFax: (85) 3101.4212 — 3101.4283

e B e  a EA R A
. Fortaleza, 30 de Agosto de 2010

Registro no CEP: 064/2010
Data da Aprovacao: 30/09/2010

Titulo do Projeto: “Vigilancia da Doenga Pneumocécica e Estado de Portador de
Streptococcus Pneumoniae em Criangas Menores de Cinco Anos em Fortaleza“
Pesquisador: Bruno Jaeggler Laranjeira

Orientador(a): Luis Carlos Rey

Instituicao: Universidade Federal do Ceara (UFC)

Levamos ao conhecimento de V. §2 que o Comité de Etica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria da Saude do Estado do Ceard, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Salde — Ministério da Salde, Resolugdo n° 196, de 10 de outubro de 1996, aprovou o
projeto supracitado.
O pesquisador devera apresentar uma cépia do relatério final ao Comité de Etica
em Pesquisa do HIAS.

Regina Lucia Ribeiro Moreno
Coord?. do Comité de Etica em Pesquisa



ANEXO II - Ponto de corte para determinacio de sensibilidade, resisténcia intermediaria e

resisténcia plena para os antibié6ticos testados segundo o CLSI, 2010.

Table 2G. (Continued)

See comment

the penicillin MIC can predict susceplibility to other f-actams as follows:

).

Zone Diameter
Breakpoints, MIC Interpretive Standard
TestiReport Antimicroblal Disk noarestwhol mm __(pohni)
Group Agent Content g 3 | i. iR s | | . Comments
PENICILLINS

(5) Eor nonmening is jsolates,
Penicillin MICs < 0.06 pg/mL (or exacilin zones 2 20 mm) indicate susceptibility to ampicillin (oral o parenteral), ampicilin-sulbactam, cefaclor, cefdinir, cefiitoren, cefpodoxime,
cefprozil, ceftizoxime, cefuroxime, imipenem, loracarbef, and merapanem.

Penicillin MICs £ 2 pg/mL indicate susceptibility to: amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid, cefepime, cefotaxime, ceftriaxene, and erapenem.

A

Penicillin

1 pg oxacilin

= ;=

(6) Isolates of pneumococci with oxacilin zone
sizes of > 20 mm are susceptble (MIC < 0.06
pg/mL) to penicilin. Penicilin and cefotaxime or
ceftiaxone or meropenem MICs should be
determined for thoze isolates with oxacilin zone
diameters of < 19 mm, becauie zones of = 19 mm
occur with penicilin-resistant,  intermediate, or
cerain susceptible sfrains. For isolates with
oxacillin zones = 18 mm, do rot repart penicilin as
resistant without performing a penicillin MIC test.

Penicillin parenteral
(nonmeningitis)

(7) Rx: Doses of intravenaus aenicillin of at least 2
million units every four hours in adults with normal
renal function (12 milion units per day) can be
used to ftreat nonmeningeal pneumococcal
infections due to strains witk penicillin MICs = 2
pg/mL. Straing with an intermediate MIC of 4 pgimL
may require penicilin doses of 18 to 24 milion
units per day.

(8) For all isolates other than those from CSF,
report interpretations for both meningitis and
nanmeningilis.

Penicillin parenteral
(meningitis)

c 2042

(9) Rx: Use of penicillin in meningitis reguires
therapy with maximum deses of intravenous
penicilin (eg, at least 3 milion units every four
hours in adults with normal reral function).

(10) For CSF isolates, report only meningitis
interpretations.

Penicillin (oral penicilin
¥)

22

Amaoxicillin
(nonmeningitis)
Amoxicillin-clavulanic
acid (nonmeningitis)

=84

Table 2G

Streptococcus preumoniae

M02 and MO7




Table 2G. (Continued)

Zone Diameter
Breakpoints, MIC Interpretive Standard
TestReport | Antimirobia Disk o —lbgimb)
Group Agent Content 8§ | | R £ . I | R Conmants
CEPHENS (PAR luding cephalosporing I, I, I, and IV, Please refer to Glossary |}
0 Cefepime (maingitis) - = 1 = 0 = <05 . 1 . 22 | (11) For CSF isolates, report only meningis
; ; : ! niarpretaions. There is not an FDA-approved
: ; . ; indication for the usa of cefepima for meningitis.
B Cefepime (normeningitis) - - 1 = i 1 1 2 1 24 |(12) In the Unied States, only report
' ' ' interpretations for normeningits and include the
i i i i nonmeningtis notationon (ha report
B Cefotaxime (reningifis) - - - ¢+ = |08 1 : 22 |(13) For CSF isolates, report only meningktis
B Ceftriaxone (meningits) - - - ! = <05 ° 1 ¥ interpretations
(14) Rx: Use of cetotaxime or ceftriaxone i
meninglis requires therapy with maximum doses
See comment (3).
B Cafotaxime (nonmeningitia) - - = ) = 1 2 | =4 | (15) For all |solates ather than tose from CSF,
B Cefiriaxone (nanmeningitis) - - - 1 = <1 v 2 1 24 reporl interpretations for both meningitis and
: : : nonmening e
C Cefuroxime (parenteral) - - = = |08 1 1 22
CEPHEMS (ORAL)
¢ Cefuroxime (oal) = = - 1 - i 12 24
0 Cafaclor - = - = €1 1 2 ) 24
0 Cefdinir = = - 1 - Js08: 1 ! 22
0 Cefpodoxime - - = = |<08: 1 i 22
0 Cefprozi - - - | = g2 | 4 | 28
0 Loracarbaf - - = = §2 ! 4 ! 28
CARBAPENEMS
B Merapenam = = = 1 = |5025: 05 | 21 | Seecomment(3)
c Ettapenem - = - 1 - g1 ¢+ 2 1 a4
c Ijpenem - - - 1 - ]s042: 02605 21
GLYCOPEPTIDES
B Vancomycin | %04 | 247 0 = + = ] g1 ¢+ = 1 = | Seecomments(3)and(4).
MACROLIDES

{16} Susceptibility and resistance to azthromycin, clarithromyein, and diritrommycin can be prediciad by using envthromycin.
{17} Mot roufinely reparted on Bolates from the urinary fract

A Ervihiromycin 18 0 2 ¢ 1820 ¢ <15 [<028: 05 ¢ 2
0 Azithromycin 5 | 218 =17 . <13 [<06: 1 . 22
0 Clarithromyci B0 | 221 . -0 . <15 <025 05 21
0 Dirithromycin Bug | 218 | =17 : <13 [<08: 1 2




Table 2G. (Continued)

Zone Dlameter
Breakpoints, MIC Interpretive Standard
TestRepor Antimicrobial Disk nearest whole mm _bgiml)
Group Agont Contant s | . R s I | . R Commants
KETOLIDES
B Telithromycin | 59 | 219 | 1618 <15 | <1 1 2 | a4
TETRACYCLINES
B Tetracycline 309 $23 1922 <18 <2+ & 8 [(18)Organisms that aresusceptible o
! ! ! ! tetracycline are alzo corsidered susceptible to
I I i : i i doxycycline and minocy:ine
| FLUOROQUINOLONES
B Gemifloxacin 6 g 223 ) 022 | <19 | s012 026 | 205
B Levofioxacin 51g 217 0 1416 <13 | <2 ¢ 4 28
B Moxifloxacin Sug | 218 0 1T D | o<1 2 g
B | Ofioxacin Gug | 218 | 115 <12 | <2 1 4 28
0 Gatifloxacin 5 ug =2 0 1820 0 <17 1 o+ 2 v zd
a Grepafloxacin 5 g 219 | 16-18 | <15 <05 1 2l
0 Sparflaxacin 5 g 210 | 1618 | <18 | <0B 1 22
0 Trovafloxacin 0pg | 219 | 16-18 <15 | <1 : 2 & 24
FOLATE PATHWAY INHIBITORS
A Trimethoprim- 125/ z19 | 1618 | <15 |:05685 ) M9 | =476
| sufamethoxamle 23,759 1 : Tl
PHENICOLS
C__ | Chloramphenico | %pg | 221 © - <0 | 4 - = 2§ | Seecomment(i7)
C Rifampin Sug | 219 | 1788 . 516 | st ;2 z4 |(19) Rx Rifampin shoud nol be used alone for
. : : . antimicrobial therapy.
AMID
B Clindamyin | 2ug | 219 | 1618 | <18 | <025 ! 05 | >1 | Seecomment (7).
| STREPTOGRAMINS
0 Quinupristindafoprisin | 15p9 | 219 @ 16-18 | <15 | <1 0 2 24 |
OXAZOLIDINONES

C | Linezolid [ s0pg | 221 0 - 0 = | 2 = | = | Seecomment(d).




ANEXO III - SEQUENCIA DOS PRIMERS E TAMANHO DOS AMPLICONS

Tamanho do
Sequéncia de Primers (5°-3’) produto Referéncia
(bp)
oo # GCA GTA CAG CAG TTT GTT GGA CTG ACC 60 P aiel “fmfrgifg/ :
P - GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC YT
- CTC TAT AGA ATG GATi TAT ATA AAC TAT GGT Pai ctal . 2006, .
1 280 Clin. Microbiol.
r-CCA AAG AAA ATA CTA ACA TTA TCA CAA TAT
44: 124-131
TGG C
Da Gloria
5 F£TAT CCC AGT TCA ATA TTT CTC CAC TAC ACC 200 Cz‘gf 0"1?0 é’ltl.;”'
- ACA CAA AAT ATA GGC AGA GAG AGA CTA CT T .
Microbiol. 48:
1611-1618
- ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA GTA
G
3 r- CTT CTC CAA TTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC 371
G
- CTG TTA CTT GTT CTG GAC TCT CGA TAA TTG G
4 - GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC ATT 430 Pai et al . 2006, J.
G Clin. Microbiol.
- ATA CCT ACA CAA CTT CTG ATT ATG CCT TTG 44: 124-131
5 TG 362
- GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATA TTT GAA AAA
GTA TG
GA/B/C/D | /- AATTIG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG 250
- TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA
oD £ CAT TTT AGT GAA GTT GGC GGT GGA GTT Ty Cz”‘or 5;‘”}0 gtl;’j :
7- AGC TTC GAA GCC CAT ACT CTT CAA TTA Mierobiol, 47: 557.550
£ CTA TCT CAG TCé ATé:(T} é\g& GTT AAA GTT TAC Pai ot al. 2006, J.
c r- GAA CAT AGA TGT TGA GAC ATC TTT TGT AAT 260 Clinsidicrobiok
TTC 44: 124-131
. £ TCC AAA CTA TTA CAG TGG GAA TTA CGG <00 Da Gloria
r- ATA GGA ATT GAG ATT GCC AAA GCG AC Carvalho et al.
g f- GAA GAA ACG AAA CTG TCA GAG CAT TTA CAT 01 Ai?groo le:O lCl;’;'_
- CTA TAG ATA CTA GTA GAG CTG TTC TAG TCT ell161s
Dias et al . 2007,
oN f- GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC Si6 J. Med.
r- ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAA T Microbiol. 56:
1185-1189
Da Gloria
ov /- GGG TTC AAA G TC AGA CAG TG A ATC TTA A 816 g%zvgz?o él’izl'
- CCA TGA ATG A AA TCA ACA TT G TCA GTA GC U A
Microbiol. 48:
1611-1618
- /- GGT GTA GAT TTA CCA TTA GTG TCG GCA GAC 623 P i j‘é: ZOZ‘?’ ZJ '
r- GAA TTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATT TCT C e O
44: 124-131
Da Gloria
10F f- GGA GTT TAT CGG TAG TGC TCA TTT TAG CA " Carvalho et al.
- CTA ACA AAT TCG CAA CAC GAG GCA ACA 2010. J. Clin.
Microbiol. 48:




1611-1618

J- GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAA TAT AGT

. G .
1 r- GAT TAT GAG TGT AAT TTA TTC CAA CTT CTC 463 Pai etal. 2006, J.
cC Clin. Microbiol.
1oF £ GCA ACA AAC GGC GTG AAA GTA GTT G 376 4 124-131
r- CAA GAT GAA TAT CAC TAC CAA TAA CAA AAC
Da Gloria
;3 f TAC TAA GGT AAT CTC TGG AAA TCG AAA GG 655 ggli\z)all}o ghi‘ll
7- CTC ATG CAT TTT ATT AAC CG C TTT TTG TTC Microbiol. 48,
1611-1618
Dias et al . 2007,
” f- GAA ATG TTA CTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT 189 J. Med.
7- GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA AT Microbiol. 56:
1185-1189
5t - ATT AGT ACA GCT GCT GGA ATA TCT CTT C 134
- GAT CTA GTG AAC GTA CTA TTC CAA AC Pai etal. 2006, J.
£ TTG GAA TTT TTT AAT TAG TGG CTT ACC TA Clin. Microbiol.
15B/C 7- CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AAT CTG AAC 496 44: 124-131
C
Da Gloria
16F f- GAA TTT TTC AGG CGT GGG TGT TAA AAG 17 Cz‘glv 0"%0 C“"ZZ"
- CAG CAT ATA GCA CCG CTA AGC AAA TA Mierohiol 4
1611-1618
£ TTC GTG ATG ATA ATT CCA ATG ATC AAA CAA
\7F GAG 693 .
- GAT GTA ACA AAT TTG TAG CGA CTA AGG TCT Pai et al . 2006, J.
GC Clin. Microbiol.
£ CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG 44: 124-131
18 CC 573
- TTA TCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC
Pimenta et al .
R - GAG AGA TTC ATA ATC TTG CAC TTA GCC A 2009. J. Clin.
19 566
r- CAT AAT AGC TAC AAA TGA CTC ATC GCC Microbiol. I7:
2353-2354
£ GTT AAG ATT GCT GAE CGA TTA ATT GAT ATC Pai et al. 2006, .
1oF r- GTA ATA TGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT 304 CIZ.%’Z ??’IOL
AG :
- GAG CAA GAG TTT TT% ACC TGA CAG CGA GAA Pai etal. 2006 1
20 r- CTA AAT TCC TGT AAT TTA GCT AAA ACT CTT >4 Cl;’;'_ 1;42’5 (I’?IOL
ATC :
Da Gloria
. £ CTA TGG TTA TTT CAA CTC AAT CGT CAC C 190 ggrlvoa“}o gth‘;l
- GGC AAA CTC AGA CAT AGT ATA GCA TAG Microbiol. 48,
1611-1618
/- GAG TAT AGC CAG A”l;l(“: ATG GCA GTT TTA TTG Pai et al.. 2006, J.
22| 1. CTC CAG CAC TTG CGC TGG AAA CAA CAG ACA 643 ctin. Microbrol
AC :
530 - TAT TCT AGC AAG TGA CGA AGA TGC G 1 Da Gloria
r- CCA ACA TGC TTA AAA ACG CTG CTT TAC Carvalho et al.
238 f- CCA CAA TTA G CG CTA TAT TCA TTC AAT CG 199 i/?ii?éb{ 'Olcﬂg;

r- GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT CCG

1611-1618




f- GTA ACA GTT GCT GTA GAG GGA ATT GGC TTT

Pai et al . 2006, J.

TC erar. U7
23F | CAC AAC ACC TAA CAC TCG ATG GCT ATA TGA 384 Clin, Microbiol
TTC :
Da Gloria
9 £ GCT CCC TGC TAT TGT AAT CTT TAA AGA G % Sgrlvoa”}o éthil
r- GTG TCT TTT ATT GAC TTT ATC ATA GGT CGG Microbiol. 48,
1611-1618
- GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT GGT GGT
31 GC 701
r- CCG AAT AAT ATA TTC AAT ATA TTC CTA CTC
- GAA GGC AAT CAA TGT GAT TGT GTC GCG Pai et al. 2006 J
33F r- CTT CAA AAT GAA GAT TAT AGT ACC CTT CTA 338 i i o
C 44: 124-131
F GCT TTT GTA AGA GGA GAT TAT TTT CAC CCA
AC
34 r- CAA TCC GAC TAA GTC TTC AGT AAA AAA CTT 408
TAC
Da Gloria
350 /- ATT ACG ACT CCT TAT GTG ACG CGC ATA 280 Sgrlvoa”}o éthi‘ll
r- CCA ATC CCA AGA TAT ATG CAA CTA GGT T Microbiol. 48,
1611-1618
- GAT AAG TCT GTT GTG GAG ACT TAA AAA GAA
35B TG 677
r- CTT TCC AGA TAA TTA CAG GTA TTC CTG AAG
CAA G
- GAA CAT AGT CGC TAT TGT ATT TTA TTT AAA Pai et al . 2006, J.
35F GCA A 517 Clin. Microbiol.
r- GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC GAG TAA 44: 124-131
ACC
f- CGT TCT TTT ATC TCA CTG TAT AGT ATC TTT
38 ATG 574
r- ATG TTT GAA TTA AAG CTA ACG TAA CAA TCC
Da Gloria
3 f- TCA TTG TAT TAA CCC TAT GCT TTA TTG GTG 08 ggrlvoan}o éthil
r- GAG TAT CTC CAT TGT ATT GAA ATC TAC CAA Microbiol. 48,
1611-1618
- AAA CAA GGT CGG ACT CAA CC Nagai, K. et al. Journal of
pbp la Antimicrobial Chemotherapy.
r- ATAT ACA TTG GTT TAT AGT AAG TT 43 015018, 2001
fCCTATATGGTCCAAACAGCCT Nagai, K. et al. Journal of
pbp 2b Antimicrobial Chemotherapy.
r- GGTCAATTCCTGTCGCAGTA 13 015018, 2001
f- CCAGGTTCCACTATGAAAGTG’ Nagai, K. et al. Journal of
pbp 2x Antimicrobial Chemotherapy.

r- ATCCCAACGTTACTTGAGTGT-3’

48, 915-918, 2001




ANEXO IV - ESQUEMA DE MULTIPLEX PCR

REACAO 1 (Sorotipos: 14; 6; 19F, 23F, 9V) Latin American

reaction 1

H & 13 ZIF 3¥

Para 25 uM
; Conc. (UM)
Reacio 1 (Primer ID) Concentragdo Primer Agua | -
original (uM) (uL) (uL)
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0,1
New 14-F2 (705182) 406,59 15,37 234,63 0,3 189
New 14-R2 (705183) 250,65 24,94 225,06 0,3
6A/B/C-R (613642) 397,1 15,74 234,26 0,3 250
6A/B/C-F (613641) 394,43 15,85 234,15 0,3
19F-F (508752) 418,99 14,92 235,08 0,5 304
19F-R (508753) 460,06 13,59 236,41 0,5
23F-F (705202) 241,38 25,89 224,11 0,5 384
23F-R (705203) 398,88 15,67 234,33 0,5
9V-F (613649) 405,55 1541 234,59 0,5 753
9V-R (613650) 373,75 16,72 233,28 0,5




REACAO 2 (Sorotipos: 1; 5; 4; 19A; 18) Latin American

. *
bp refdcilil -

1 5 4 194 18C

Para 25 uM
Concentragdo . PB
Reacdo 2 (Primer ID) original Primer Agua Conc. (uM)
M (uL) (uL) o
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0,1
1-F (705158) 248,85 25,12 224,88 0,3 280
1-R (705159) 196,43 31,82 218,18 0,3
5-F (705164) 221,32 28,24 221,76 0,3 362
5-R (705165) 188,14 33,22 216,78 0,3
4-F (510061) 325,42 19,21 230,79 0,3 430
4-R (510062) 257,32 24,29 225,71 0,3
19A-F (705194) 389,67 16,04 233,96 0,3 478
19A-R (705195) 240,23 26,02 223,98 0,3
sg18-F (705192) 384,88 16,24 233,76 0,3 573
sg18-R (705193) 272,26 22,96 227,04 0,3




REACAO 3 (Sorotipos 3; 11A; 9N; 10A, 7F) Latin American

reacilon J

2 1MAISN 10ATF

Para 25 uyM
Concentragao . PB
Reacdo 3 (Primer ID) Original Primer Agua Cone. (uM)
M (uL) (uL) 1 rx
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0,1
3-F (705160) 330,52 18,91 231,09 0,3 371
3-R (705161) 221,61 28,20 221,80 0,3
11A-F (705178) 179,37 34,84 215,16 0,3 463
11A-R (705179) 277,59 22,52 227,48 0,3
9L/N-F (704852) 320,22 19,52 230,48 0,5 516
9L/N-R (704853) 527,81 11,84 238,16 0,5
10A-F (705176) 193,99 32,22 217,78 0,5 628
10A-R (705177) 400,31 15,61 234,39 0,5
7F-F (705168) 326,22 19,16 230,84 0,7 826
7F-R (705169) 249,86 25,01 224,99 0,7




REACAO 4 (Sorotipos 7C; 12F; 15B/C; 38; 17F)

Latm American

reaction 4

bp
200

&0
S0

360

250

150

TC 12F 13BN 38 1TF

Para 25 uM
Concentragao . PB
Reacgdo 4 (Primer ID) Original Primer Agua Cone. (M)
M (uL) (uL) 1 rx
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0,1
7C-F (705170) 313,73 19,92 230,08 0,3 260
7C-R (705171) 269,85 23,16 226,84 0,3
12F-F (508764) 368,83 16,95 233,05 0,5 376
12F-R (508765) 323,06 19,35 230,65 0,5
15B/C-F (705186) 254,7 24,54 225,46 0,3 463
15B/C-R (705187) 218,95 28,55 221,45 0,3
38-F (705214) 335,46 18,63 231,37 0,3 574
38-R (705215) 340,23 18,37 231,63 0,3
17F-F (705190) 227,87 27,43 222,57 0,5 693
17F-R (705191) 254,52 24,56 225,44 0,5




REACAO 5 (Sorotipos 8; 34; 20; 22F; 31) Latin American

reaction 5

a00

GO0
s00

350
250

150

& M 20 2F AN

Para 25 uyM
Concentragao . PB
Reacdo 5 (Primer ID) Original Primer Agua Cone. (uM)
M (uL) (uL) 1 rx
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0,1
8new-F (802163) 200,45 31,18 218,82 0,2 201
8new-R (802164) 288,85 21,64 228,36 0,2
34-F (705208) 325,42 313,69 19,92 0,3 408
34-R (705209) 257,32 269,99 23,15 0,3
20-F (705198) 279,03 220,46 28,35 0,3 514
20-R (705199) 311,46 216,14 28,92 0,3
22F-F (613675) 385,48 16,21 233,79 0,5 643
22F-R (613676) 230,64 27,10 222,90 0,5
31-F (613679) 422,59 14,79 235,21 0,5 701
31-R (613680) 259,45 24,09 225,91 0,5




REACAO 6 (Sorotipos 21; 33F/33A/37; 15A/15F; 35F/47; 16F; 13)

Latin America Reaction é

21 33F 15A 35F 13

Para 25 uM
Concentragdo 3 PB
Reacdo 6 (Primer ID) original Primer Agua Cone. (M)
uM (uL) (uL) 1rx
CPSA-F (913424) 454.92 13.74 236.26 0,1 160
CPSA-R (913425) 484.20 12.91 237.09 0,1
21-F (914857) 455.75 13.71 236.29 0,2 192
21-R (914829) 432.37 14.46 235.54 0,2
33F/33A/37-F (807842) 469.65 13.31 | 236.69 0,3 338
33F/33A/37-R (807843) 462.94 13.50 | 236.50 0,3
15A/15F-F (914847) 458.05 13.64 236.36 0,3 434
15A/15F-R (914848) 472.92 13.22 236.78 0,3
35F/47-F (807848) 534.78 11.69 | 23831 0,3 517
35F/47-R (807849) 397.42 15.73 234.27 0,3
13-F (911987) 397.93 15.71 234.29 0,4 655
13-R (911988) 458.52 13.63 236.37 0,5




REACAO 7 (Sorotipos 39; 23B; 35A/35C/42; 38/25F/25A; 35B)

Latin America Reaction T

39 I3835A 38 358

Para 25 uyM
Concentragao .
Reacdo 7 (Primer ID) original Primer Agua Cone. (M)
M (uL) (nL) I rx
39-F (911999) 416.04 15.02 234.98 0,2
39-R (912000) 428.01 14.60 235.4 0,2
CPSA-F (913424) 454.92 13.74 236.26 0,1
CPSA-R (913425) 484.20 12.91 237.09 0,1
23B-F (914859) 509.56 12.27 237.73 0,2
23B-R (914860) 461.18 13.55 236.45 0,2
35A/35C/42-F (911997) 503.85 1240 | 237.60 0,3
35A/35C/42-R (911998) 488.57 12,79 | 237.21 0,3
38/25F/25A-F (807850) 453.44 13.78 236.22 0,3
38/25F/25A-R (804851) 412.76 1514 | 234.86 0,3
35B-F (914863) 446.26 14.01 235.99 0,5
35B-R (918606) 431.88 14.47 235.53 0,5

PB

98

160

199

280

574

677



REACAO 8 (Sorotipos 24; 10F/10C/33C; 34; 31)

Latin America Reaction 8

24 10F 34 31

Para 25 uyM
Concentragao .
Primer Agua Conc. (uM)
Reacdo 8 (Primer ID) original
(nL) (nL) I rx
uM
24(24A/24B/24F)-F
(911995) 458.05 13.64 236.36 0,2
24(24A/24B/24F)-R 0.2
911996 453.69 13.78 236.22 )
CPSA-F (913424) 454.92 13.74 236.26 0,1
CPSA-R (913425) 484.20 12.91 237.09 0,1
10F/10C/33C-F 450.73 03
(911985) 13.87 236.13
10F/10C/33C-R 448.77 03
(911986) 13.93 236.07 ,
34-F (807844) 463.03 13.50 236.50 0,3
34-R (807845) 465.17 13.44 236.56 0,3
31-F (906193) 449.31 13.91 236.09 0,5
31-R (906194) 445.43 14.03 235.97 0,5

PB

99

160

248

408

701



REACAO 6A/6B/6C (Sorotipo 6C)

&4C Reaction

Para 25 uM
Concentragao Tampao PB
Reacdo para 6C (Primer Primer Conc. (uM)
original TE
ID) (uL) 11x
uM (uL)
CPSA-F (608673) 255,27 24,48 225,52 0,1 160
CPSA-R (608674) 271,86 22,99 227,01 0,1
6A/B/C-R (705166) 298,78 20,92 229,08 0,3 250
6A/B/C-F(705167) 257,47 24,27 225,73 0,3
6C-F (807798) 407,75 15,33 234,67 0,5 727
6C-R (807799) 409,55 15,26 234,74 0,5




