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RESUMO

A infeccdo respiratoria aguda (IRA) € uma sindrome clinica, em que cerca de 80% das
mortes sdo atribuidas a pneumonia, uma doenca grave que atinge o trato respiratério
inferior. O agente etiologico comumente isolado na pneumonia adquirida na
comunidade (PAC) é o Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). As doencas
pneumocdcicas comegam com a colonizacdo do S. pneumoniae na nasofaringe, podendo
progredir para doenca invasiva. Nas Ultimas décadas, 0 aumento do nimero de cepas de
S. pneumoniae resistentes a antibidticos p-lactdmicos e a macrolideos tem dificultado o
tratamento das infec¢es pneumocdcicas. Os objetivos desse estudo foram determinar a
prevaléncia de portadores de S. pneumoniae em criancas com PAC, o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos e distribuicdo dos sorotipos, em Fortaleza, Brasil. As
cepas de S. pneumoniae foram isoladas de aspirados de nasofaringe de criancas com
PAC atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS). Para a determinacdo das
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) foi utilizado o método de E-test para os
seguintes antimicrobianos: penicilina, ceftriaxona, sulfametoxazol/trimetoprim,
amoxicilina, clindamicina e eritromicina. A genotipagem das cepas de S. pneumoniae
foi realizada pela técnica de multiplex PCR. De 527 amostras de crian¢as com PAC,
foram isolados S. pneumoniae em 30,17%. De 126 isolados de portadores foi
encontrada uma taxa resisténcia de 25,8% para penicilina, de 81,2% para
sulfametoxazol/trimetoprim, de 21,4% para eritromicina, de 19% para clindamicina e de
0,8% para ceftriaxona e amoxicilina. Das 102 cepas genotipadas, 0s sorotipos mais
comumente encontrados foram 6A/6B, seguido do 14, 19A e 19F. Foram selecionadas
29 cepas resistentes a penicilina para deteccdo das alteracdes proteinas de ligacdo a
penicilina (PBP). Foi encontrada alteracdo na PBP 1a em 69%, ja para as PBP 2b e PBP
2x todas as cepas testadas apresentaram alteracdo. J& para clindamicina e eritromicina,
foram selecionados 24 cepas para deteccdo do gene ermB. Das 24 cepas testadas, 79,2%
possuiam o gene ermB. O presente trabalho gerou dados sobre a prevaléncia de criancas
portadoras com PAC de S. pneumoniae, revelou dados fenotipicos e genotipicos acerca
da resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos utilizados na clinica e a

distribuicdo dos sorotipos do pneumococo de criangas com PAC atendidas no HIAS.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, Pneumonia Adquirida na Comunidade,

Resisténcia a antibioticos, Sorotipo.



ABSTRACT

Acute respiratory infection is a clinical syndrome in which about 80% of deaths
attributed to pneumonia, which is a serious disease that affects the lower respiratory
tract. The etiologic agent commonly isolated in community-acquired pneumonia is
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). Pneumococcal disease begins with
colonization of S. pneumoniae in the nasopharynx, which may progress to invasive
disease markedly. In recent decades, the increasing number of strains of S. pneumoniae
resistant to [-lactam antibiotics and macrolides has hampered the treatment of
pneumococcal infections. The objectives of this study were to determine: (1) the
prevalence of carriers of S. pneumoniae in children with community-acquired
pneumonia; (2) the profile of the sensitivity of the causative agent and the antimicrobial;
(3) the distribution of serotypes existing in Fortaleza. The strains of S. pneumoniae were
isolated from nasopharyngeal aspirates from children with community-acquired
pneumonia treated at Children's Hospital Albert Sabin public. Penicillin, ceftriaxone,
sulfamethoxazole / trimethoprim, amoxicillin, clindamycin and erythromycin: To
determine the minimum inhibitory concentration method the E-test for the following
antimicrobials were used. Genotyping of the strains of S. pneumoniae was performed by
multiplex PCR. A total of 527 samples with carriers of community-acquired pneumonia
in children were isolated 30.17% of strains of S. pneumoniae. Of the 126 isolates with
community-acquired pneumonia cases a rate of 25.8% resistance to penicillin, a rate of
81.2% for sulfamethoxazole / trimethoprim, a rate of 21.4% to erythromycin, a fee of 19
found % clindamycin and a rate of 0.8% amoxycillin and ceftriaxone. Of the 102
genotyped strains, serotypes most commonly found were 6A / 6B, followed by the 14,
19A and 19F. 29 penicillin-resistant strains for the detection of changes in penicillin-
binding proteins (PBP) were selected. Change was found in the PBP 1a in 69%, as for
PBP 2b and PBP 2x all tested strains show changes. As for clindamycin and
erythromycin 24 strains were selected for detection of ermB gene. Of the 24 strains
tested, 79.2% had the ermB gene. This study generated data on the prevalence of
children with diagnosis of community-acquired pneumonia carrier of S. pneumoniae
revealed phenotypic and genotypic data on the resistance of the isolated strains against
antimicrobial agents used and the distribution of serotypes of pneumococcal pneumonia
in children with acquired in community met at Children's Hospital Albert Sabin.

Keywords: S. pneumoniae in community acquired pneumonia, antibiotic resistance and
serotype.
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1. INTRODUCAO
1.1 Importancia Clinica e Epidemioldgica do Streptococcus pneumoniae

As infecgdes respiratorias agudas (IRAs) estdo dentre as infeccbes que mais
causam impactos na saude publica, cujos agentes infecciosos mais comuns sdo virus
respiratérios, como o virus sincicial respiratorio humano (VSRH) e o virus influenza e,
em segundo lugar, como causa de IRAs estdo as bactérias como Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae. As IRAs acometem principalmente as criangas,
os idosos, as populacBes socialmente menos favorecidas de paises em desenvolvimento
e as minorias étnicas (REGAMEY et al., 2008; CARDOSO et al, 2010). Cerca de 80%
das mortes por IRAs sdo atribuidas a pneumonia, uma doenca grave que atinge o trato
respiratorio inferior e que se dissemina especificamente para os pulmdes (RUDAN et
al, 2008).

A pneumonia é uma das principais causas de morte de criancas, totalizando
anualmente 2 milhdes de mortes em todo o mundo e aproximadamente 68% dessas
mortes ocorrem no primeiro ano de vida (HOMAIRA et al., 2012). Sdo poucos 0s
estudos realizados em paises em desenvolvimento para avaliar o impacto da pneumonia
na infancia adquirida na comunidade (PAC) (RUDAN et al, 2008). A PAC é
caracterizada por acometer pacientes fora de unidades hospitalares, ou com até 48 horas
de hospitalizacdo, é também uma das infeccbes mais comuns e mais graves na infancia
em todo o mundo (WILLIAMS et al, 2002; CORREA et al, 2009).

Vérios sdo 0s agentes etiologicos que podem causar a PAC e a infeccdo por
diferentes tipos de micro-organismos se distingue pela gravidade do quadro. O
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) € responsavel por quase metade dos casos
de PACs em pacientes pediatricos em todo o mundo. O S. pneumonie também ¢é
responsavel por doengas invasivas como meningite e bacteremias, e outras doengas nao
invasivas, como otite média e sinusite (HERNANDEZ-BOU et al. 2012).

Estima-se que ocorram cerca de 156 milhdes de casos de pneumonia por ano no
mundo em criancas com idade até cinco anos. Essa ocorréncia é predominante nos
paises em desenvolvimento, onde sdo estimados 0,29 casos/crianga/ano, enquanto nos
paises desenvolvidos sdo estimados cerca de 0,05 casos/crianca/ano (RUDAN et al,
2008). A incidéncia de PAC nos Estados Unidos (EUA) é de 15-30 casos por 100.000
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habitantes; a taxa ¢ maior para pessoas > 65 anos de idade (50-83 casos por 100.000
habitantes) e para criangas < 2 anos de idade (160 casos por 100.000 habitantes), com
taxa de letalidade global variando de 20% em adultos jovens a 60% em idosos (GINER
et al, 2011). Na Europa e no Norte da América, a incidéncia anual de criangas com PAC
é de aproximadamente 40 casos por 1000 a cada ano, portanto representa maior causa
de mortalidade (CEVEY-MACHAREL et al, 2009). Na América Latina, como na maior
parte dos paises em desenvolvimento, sdo poucos os estudos sobre a epidemiologia da
PAC e a incidéncia de pneumonia varia de 0,21 a 1,17/crianca/ano. Na figura 1 é

possivel visualizar a incidéncia mundial de pneumonia clinica em criangas menores de 5
anos de idade (RUDAN et al, 2008).

Episodes per child-year
=010

[ 0.11-0.20

I 0.21-0.30 o

I 0.31-0.40 f

Il 0.41-0.50

Figura 1. Incidéncia dos casos de pneumonia clinica em criangas menores de 5 anos no mundo. Adaptado de
Rudan et al, 2008.

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil em 2008, as infec¢des do trato
respiratorio foram uma importante causa de morte em menores de 14 anos de idade, nas
diversas regides do pais, sendo 67,5% desses Obitos decorrentes de pneumonia. No
Brasil, o nimero estimado de mortes entre os menores de 1 ano de idade, foram de
1.567 em 2008, correspondendo a 3,6% dos Obitos nessa faixa etaria. Essas criancas

mais novas, incluindo aquelas com menos de 4 semanas de vida, tém uma propor¢do
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significativa de mortes por pneumonia, que pode corresponder a um quarto das mortes a
cada ano. No grupo das criangas abaixo dos 14 anos de idade, foram 2.763 mortes em
2008, o que representa 4,5% de todos os Obitos anuais nessa faixa etaria. (QUEIROZ,
2010).

Facanha e Pinheiro realizaram um estudo epidemiolégico em Fortaleza, com
objetivo de revisar todos os registros de atendimentos de pacientes com doenca
respiratoria aguda, em servicos publicos do Sistema Unico de Satide (SUS), no periodo
entre 1996 e 2001. Foram registrados 2.050.845 casos de doenca respiratoria aguda no
periodo estudado. A faixa etaria mais acometida foi a de quatro anos e os casos de
pneumonias representaram 7,7% do numero total de casos (FACANHA et al, 2004).
Apesar desses altos indices de mortalidade associados a doenca, a pneumonia continua
sendo a principal causa de morte prevenivel por vacinacdo em criancas (BLACK et al,
2010), sendo o seu reconhecimento e tratamento precoces importantes fatores que

permitem que elas sejam salvas.

1.2 Aspectos historicos e taxondmicos

George Miller Sternberg nos EUA e Louis Pasteur em 1881 na Franca
descreveram bactérias cocoides dispostas aos pares e com forma semelhante a lancetas.
Na verdade, cada pesquisador havia descrito o mesmo micro-organismo que foi
nomeado Microbe septicemique de la salive por Pasteur e Micrococcus pasteuri por
Sternberg. Em 1886, esse organismo foi renomeado como Pneumococcus por Fraenkel,
devido a sua propensdo de causar doenca pulmonar. Em 1920 foi renomeado de
Diplococcus pneumoniae, uma denominagdo referindo-se aos cocos arranjados aos
pares que causavam pneumonia. Em 1974, foi atribuida a nomenclatura atual ao
pneumococo, Streptococcus pneumoniae, com base, principalmente, no seu crescimento
caracteristico de cocos dispostos em cadeias quando em meio liquido. O S. pneumoniae
pertence a familia Streptococcaceae da ordem Lactobacillales e faz parte do grupo
viridans que inclui o Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus cristatus,

Streptococcus infantis e Streptococcus peroris (WATSON et al, 1993).
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1.3 Caracteristicas morfologicas e fisiologicas

O S. pneumoniae também conhecido como pneumococo, € uma bactéria Gram
positiva que se apresenta como cocos em forma de langa e podem permanecer arranjado
aos pares ou disposto em pequenas cadeias. As células possuem um didmetro de 0,5 a
1,2 um. Apresentam uma capsula de polissacarideos que permite a tipagem com
antissoros especificos (KELLOGG et al, 2001; BANDETTINI et al, 2012).

A parede dos pneumococos é composta por peptidoglicano e &cido teicoico e as
subunidades alternadas de N-acetilglicosamina e de &cido N-acetilmurdmico estdo
ligadas a cadeia de oligopeptidios. O acido teicico dos pneumococos apresenta-se sob
duas formas: uma é exposta e ligada a camada de peptidoglicano que se estende através
da capsula sobrejacente e a outra estd ligada ao lipidio de membrana plasmatica
bacteriana chamada de antigeno F. Ambas as formas de acido teicoico estdo associadas
a residuos de fosforilcolina que é caracteristica do pneumococo e desempenha um papel
importante na regulacdo da hidrolise de parede celular destes micro-organismos
(KELLOGG et al, 2001).

A morfologia colonial do pneumococo é variavel, as cepas que sao encapsuladas
apresentam colnias que sdo geralmente grandes, redondas e mucdides e as colbnias de
cepas ndo encapsuladas, sdo menores e planas. O S. pneumoniae também apresenta
colénias a-hemoliticas e esta caracteristica € resultado da expressdo da pneumolisina,
uma enzima que degrada a hemoglobina, resultando em uma coloracdo esverdeada ao
redor da coldnia crescida em meio de cultura contendo sangue desfibrinado de carneiro.
Os pneumococos sdo exigentes quanto a atmosfera de crescimento “in vitro”, pois tém o
crescimento estimulado por um aumento na concentracdo de gas carb6nico (CO2) além
de um melhor crescimento em ambiente de microaerofilia € em anaerobiose o
pneumococo pode apresentar colbnias P-hemoliticas. S&o também exigentes
nutricionalmente e requerem meios de culturas ricos em vitaminas e proteinas
(BANDETTINI et al, 2012).

Os pneumococos nao apresentam atividade de catalase e de citocromo oxidase.
Sdo sensiveis ao aquecimento a 60°C por 30 minutos, solliveis na presenca de sais
biliares e sensiveis a optoquina, exibindo apods a incubagdo por 18 horas uma zona de
inibicdo do crescimento bacteriano ao redor do disco, formando um halo >14 mm
(KELLOGG et al, 2001).
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O S. pneumoniae produz uma grande variedade de proteinas de superficie,
algumas delas sdo especializadas para interagir com componentes celulares do
hospedeiro durante a colonizagdo ou disseminacdo da bactéria. A capacidade de
adaptacdo do micro-organismo a diferentes nichos ecoldgicos do hospedeiro é o ponto

crucial do seu mecanismo de patogénese.
1.4 Fatores de Viruléncia

O S. pneumoniae ndo é primariamente disseminado por individuos doentes, mas
por portadores sadios que albergam a bactéria na nasofaringe. As criancas, por
apresentarem elevado indice de colonizagcdo, assumem um papel importante na
disseminacdo horizontal deste patégeno na comunidade. A taxa de colonizacdo é
maior na infancia e é fortemente influenciada pela aglomeracdo, como, por exemplo,
no caso de criancas que frequentam creches e escolas ou que convivem em orfanatos.
(VELASQUEZ et al, 2009).

Nenhuma das formas comuns de doenca pneumococica € transmitida, o que
implica dizer que as caracteristicas de viruléncia dos pneumococos séo,
provavelmente, adaptacdes que aumentam com a persisténcia do micro-organismo no
hospedeiro durante a colonizacdo (KADIOGLU et al, 2008). A colonizacdo pode
progredir para doenca invasiva se as barreiras naturais forem ultrapassadas
(BOGAERT et al, 2004).

A nasofaringe humana € o principal sitio de aquisicdo de bactérias patogénicas
do trato respiratdrio, pois elas estabelecem um estado de colonizagdo assintomatica.
Diversos estudos vém confirmando a relacéo entre a colonizacdo da nasofaringe pelo
S. pneumoniae e o risco de desenvolver infeccdo do trato respiratorio e doenca
invasiva (SCHULTZ et al, 2007; BORGARET et al, 2004; KADIOGLU et al, 2008).

A colonizacdo e invasdo por S. pneumoniae depende de um conjunto de fatores
de viruléncia que precisam ser expressos de forma coordenada. Os determinantes de
viruléncia mais importantes incluem as propriedades antifagociticas, fatores de adeséo,
producdo de enzimas como a pneumolisina e formacéo de biofilme (KADIOGLU et
al, 2008; GLOVER et al, 2008; NELSON et al, 2007).

A parede celular do pneumococo € constituida de peptidioglicano, &cidos

teicdico e lipoteicoico que servem como uma ancora para as proteinas de superficie
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associadas a parede celular. A fosforilcolina (PCho), presente na parede celular,
funciona como adesina para o pneumococo que se liga ao receptor do fator de
agregacdo plaquetaria (rPAF) através da fixacdo da fosforilcolina presente na parede
celular bacteriana, a ligagdo a esses receptores induz a internalizacdo do pneumococo
e promove a migragdo intracelular através do epitélio respiratério e endotélio vascular,
resultando em doenca invasiva (BOGAERT et al, 2004; VAN DER POLL et al, 2009).

Os pneumococos também possuem um grande nimero de proteinas de superficie
e proteinas citoplasmaticas as quais podem ser liberadas ou excretadas para 0 meio
extracelular em niveis variados, favorecendo o processo de adesdo do micro-
organismo a carboidratos de superficie celular presentes sobre o epitélio nédo
inflamado (BOGAERT et al, 2004).

A aderéncia inicial dos pneumococos é mediada por proteinas de superficie
associadas a parede celular, as adesinas, principalmente pela adesina pneumococica A
(PspA - Pneumococcal Surface Protein A) que é capaz de interferir na fixacdo do
componente C3 do sistema complemento, e assim potencialmente bloquear os eventos
que levam a opsonizacéo e fagocitose (CHARALAMBOUS et al, 2007; KADIOGLU
et al, 2008; BOGAERT et al, 2004). Alem disso, a proteina de ligagdo a colina
pneumocodcica A (PcpA) mostra um aumento da afinidade com o &cido sialico e
imobiliza citocinas de células humanas ativadas. A PcpA interage diretamente com o
receptor de IgA polimérica, 0 que aumenta a migracdo dos pneumococos através da
barreira da mucosa (BORGARET et al, 2004; GLOVER et al 2008).

A migracdo do pneumococo para o trato respiratério inferior pode ser evitada se
a bactéria for envolvida pelo muco e removida das vias aéreas por acdo das células
epiteliais ciliadas. Entretanto, 0 pneumococo neutraliza esse envolvimento produzindo
a protease contra a IgA secretora e pneumolisina. A IgA secretora retém o
pneumococo a mucina, aumentando a capacidade do micro-organismo colonizar a
mucosa do trato respiratdrio superior, uma vez que a enzima hidrolisa e inativa a IgA
presente nas mucosas, multiplicando-se nos tecidos e causando a inflamacéo
(CHARALAMBOUS et al, 2007; VAN DER POLL et al, 2009).

Apos o processo de adesdo e migracdo do pneumococo, ocorre a liberacdo da
LytA, uma autolisina pneumococica que cliva o N-acetilmuramico-L-alanina do

peptidoglicano. A acdo desta enzima autolitica leva a lise da parede quando as células
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bacterianas estdo em fase crescimento. A LytA tambem é responsavel por liberar a
pneumolisina (Ply) que é uma enzima citoplasmica que se acumula no interior das
células do pneumococo (KADIOGLU et al, 2008; VAN DER POLL et al, 2009).

As propriedades de viruléncia de Ply séo, portanto, diretamente dependentes da
acdo de autolisina. Ply tem vérias funcbes distintas, especialmente na patogénese
precoce da infec¢do por pneumococo. A Ply liga-se ao colesterol na membrana das
células hospedeira produzindo poros; tal atividade pode destruir as células epiteliais
ciliadas e as fagociticas. A enzima também inibe a atividade bactericida de células
fagociticas, interrompe a motilidade dos cilios do trato respiratério, estimula a
producado 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 neuraminidase, também conhecida como sialidase, é uma enzima que cliva 0s
residuos terminais de acido siélico de glicoproteinas, glicolipidos e oligossacaridos de
superficie celular. Além disso, tem um papel importante na disseminacéo e crescimento
do S. pneumoniae em tecidos infectados, diminui também a viscosidade do muco que
reveste o epitélio respiratorio e altera a estrutura de oligossacarideos, expondo 0s
receptores e facilitando a colonizagdo (PRADO, 2001; KADIOGLU et al, 2008).

A hialuronato liase (Hyl) é uma enzima liberada pelo pneumococo capaz de
degradar o acido hialurdnico presente nas células do hospedeiro, com a finalidade de
aumentar a permeabilidade dos tecidos, facilitando assim a invaséo e disseminagédo do
pneumococo (KADIOGLU et al, 2008).

O antigeno capsular € o mais importante fator de viruléncia do pneumococo,
pois a capsula tem um papel importante na colonizacdo, invasdo e disseminagdo do
trato respiratorio, além de proteger a bactéria contra a fagocitose (CHARALAMBOUS
et al, 2007; VAN DER POLL et al, 2009). A céapsula € um polimero de alto peso
molecular, composto de subunidades oligossacaridicas repetitivas, cada uma contendo
de duas a oito moléculas, que tem como principal funcdo proteger a célula bacteriana
da fagocitose. A céapsula polissacaridica também é usada para a classificacdo
sorolégica das cepas, permitindo a identificacdo de 92 sorotipos de S.pneumoniae
identificados até o momento. Os polissacarideos capsulares purificados dos sorotipos

prevalentes sdo usados em vacinas polivalentes. (LINARES et al, 2010).
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A expressdo da viruléncia varia de acordo com a localizacdo da bactéria no
hospedeiro e a densidade populacional. Pneumococos também sdo capazes de formar
biofilmes que podem induzir meningite e pneumonia, entretanto pneumococos em
biofilme apresentam menor capacidade de disseminacdo no sangue. E contraste,
células planctdnicas, de vida livre, sdo mais propensas a induzir bacteremia, porém

tém menos sucesso em causar pneumonia (OGGLIONI et al, 2006).
1.5 Epidemiologia e Sorotipos

Existem 92 sorotipos de S. pneumoniae imunologicamente distintos e
identificados, diferindo na composicdo quimica dos seus polissacarideos capsulares
(LINARES et al, 2010). Dentre esses, cerca de quinze sorotipos parecem causar a
maioria das doencas invasivas. Na América Latina, 13 sorotipos (1, 3, 4, 5,6A, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F) correspondem a mais de 85% dos isolados invasivos
(DIAS et al, 2007). Os sorotipos responsaveis pela maior parte das infeccdes
pneumocacicas sdo: 1, 3, 7, 9V, 6A, 14, 19A e 23F em adultos e em criangas 1, 5, 6B,
14, 19F, 7,9V, 12 e 23F (MANTESE et al, 2009).

Camargos e colaboradores realizaram um estudo no ano de 1993 com isolados
de S. pneumoniae de criancas de seis paises da America Latina e verificaram que 0sS
sorotipos mais prevalentes sdo: 14, 5, 1, 6A/B, 23F, 7F, 9V, 19F, 18C, 19A e 9N
(CAMARGOS et al, 2006). No Brasil, a distribuicdo dos sorotipos prevalentes, segundo
um estudo realizado por Di Fabio e colaboradores de 1993 a 1999, em que foram
coletadas 4.105 cepas pneumocdcicas invasivas de criancas até 6 anos de idades, os
sorotipos comumente encontrados durante o periodo de vigilancia foram o 14, 6A/6B, 1,
18C, 5, 23F, 19F e 9V (DI FABIO et al, 2001). Em Fortaleza, em um estudo realizado
por Rey e colaboradores (2002), isolou-se S. pneumoniae em 500 criancas portadoras
sadias e criangas com pneumonia, atingindo o indice de 60% de criancas sadias
portadoras, no mesmo estudo foi identificado também o0s sorogrupos mais comuns
foram o0s 6, 19, 23 e 14.

A distribuicdo dos sorotipos varia de acordo com a faixa etaria, sintomas clinicos
e éarea geografica. A prevaléncia regional de determinados sorotipos destaca a
importancia de se conhecer os sorotipos prevalentes em cada regido (VIEIRA et al,
2007). A investigacdo sobre a distribuicdo dos sorotipos depende da sorotipagem

convencional (Reacdo de Quellung) para determinacdo direta dos sorotipos de S.
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pneumoniae. Entretanto, a utilizacdo da sorotipagem convencional é restrita a poucos
laboratorios altamente especializados devido ao alto custo do anti-soro, subjetividade na
interpretacdo e dificuldades intrinsecas da técnica. O desenvolvimento de sistemas de
genotipagem baseado em reacdo 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).

Desde 1994, Center for Diseases Control and Prevetion e a Organizagdo
Mundial de Saide (OMS) sugerem que estudos de isolados da nasofaringe, quando
provenientes de uma populacdo representativa, podem ser (teis no monitoramento da
resisténcia do pneumococo aos diversos antimicrobianos utilizados na comunidade
(CDC 1997).

Dentre os 92 sorotipos de pneumococos identificados, existem alguns sorotipos
especificos que estdo mais associados a resisténcia a penicilina e a eritromicina na faixa
pediatrica. Os chamado sorotipos pediatricos incluem os sorotipos 6B, 6A, 9V, 14, 15A,
19F, 19A e 23F (LINARES et al, 2010).

Estudos realizados no Brasii (ANDRADE et al, 2010), Rdssia
(STRATCHOUNSKI et al., 2006), Bélgica (MALFROOT et al, 2004) e Canada
(LAVAL et al, 2006) tém confirmado que a colonizacdo da nasofaringe pelo S.
pneumoniae em criancas pode refletir a distribuicdo de sorotipos e, principalmente, o
perfil e a tendéncia de sensibilidade antimicrobiana da bactéria proveniente de doenca

invasiva.

No Brasil, em um estudo multicéntrico, realizado em um periodo de 12 anos
(1993-2004) de vigilancia de doenca pneumocotcica e realizado por Brandileone e
colaboradores (2006), mostrou que dentre as 6470 cepas de S. pneumoniae invasivas
identificadas, 69,3% foram isoladas do liquido cefalorraquidiano (LCR), 19,1% de
pneumonia invasiva e 11,6% de bacteremia, sepse, artrite ou abscesso abdominal. Os
sorotipos mais comumente isolados foram 14, 6B, 23F, 19A, 19F, 23B, 6A e 9V.

Ao longo do tempo, varios estudos vém demonstrando que a prevaléncia da
colonizacdo do pneumococo na nasofaringe pode ser influenciada por diversos fatores
como idade, populacdo estudada, area geogréfica, sazonalidade e condi¢bes ambientais,

como fumo e aglomerados (creches, quartéis e asilos). Em média, esta taxa de
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colonizacdo é de 30 a 50% em criangas pequenas e 10 a 20% em adultos (REY et al,
2002; BOGAERT et al, 2004; KATSAROLIS et al, 2009). Estes fatores também estéo
associados a infec¢Bes respiratdrias virais recorrentes, sendo levantada a hipotese de que
as infeccdes virais podem predispor em criancas, a doenca pneumocdcica invasiva
(PELTOLA et al., 2011).

Vu e colaboradores realizaram um estudo em Nha Trang no Vietham em 2006,
que foram coletadas 550 amostras de criancas. Destas, 274 eram de criangas com
pneumonia com confirmacdo radiolégica e 276 amostras de criancas que estavam com
infeccdo do trato inferior. Também foram incluidas no estudo, como controle, 350
criancas saudaveis. Foi demonstrado no estudo uma forte associagdo entre o aumento da
carga bacteriana de S. pneumoniae e co-infec¢do viral em criangas com pneumonia.
Varios virus respiratorios (influenza A, VSRH, rinovirus) foram associados com um
aumento na colonizagdo por S. pneumoniae na nasofaringe de criangas com pneumonia.
Também houve uma tendéncia para uma associacdo entre virus menos comuns
(metapneumovirus humano, bocavirus, adenovirus e virus Parainfluenza-3) e uma maior
carga de S. pneumoniae. Portanto, varios virus respiratdrios, parecem predispor para o
inicio da colonizacéo de S. pneumoniae na nasofaringe (MURDOCH et al, 2009; VU et
al, 2011).

1.6 Vacinas pneumococicas

Devido a alta morbidade e mortalidade das infeccbes pneumocdcicas a
prevencdo, em todas as idades, é a abordagem mais eficaz para reduzir os nimeros de
casos da doenca pneumocécica (MYERS et al, 2007). A vacinacdo € a maneira mais
eficaz de prevencdo, atualmente estdo disponiveis trés vacinas pneumocdcicas, a mais
antiga é a vacina polissacaridica 7-valente (VPC-7), seguida da vacina polissacaridica
10-valente (VPC-10) e a vacina polissacaridica conjugada 13-valente (VPC -13)
(NEVES et al, 2013) (Figura 2).

A VPC-7 foi licenciada desde o ano 2000 em varios paises, é composta por
polissacarideos capsulares conjugados a uma proteina carreadora do toxdide diftérico
(CRMag7), tornando-se, dessa maneira, altamente imunogénica, pois € capaz de provocar
uma resposta imunoldgica do tipo célula T-dependente (PLETZ et al., 2008). Durante
quase uma década, VPC-7 tem demonstrado elevada eficacia contra as doencas

pneumocdcicas invasivas causadas pelos sorotipos da vacina em crian¢as menores de 2
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anos de idade. Sua eficacia foi confirmada em uso rotineiro nos Estados Unidos
(HICKS et al, 2007) e Canada (KELLNER et al, 2009).

A VPC-10 foi aprovada no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) e foi incluida no calendario nacional de imunizacdo desde marco de 2010,
sendo introduzida, gradualmente, em diferentes areas do pais (NEVES et al, 2013). A
VPC-10 é composta por 1ug de polissacarideos dos sorotipos de pneumococos 1, 5, 6B,
7F, 9V, 14, 23F e 3 ug do sorotipo 4 conjugados com uma proteina D de Haemophilus
influenzae, 3 pg do sorotipo 19F conjugado toxdide diftérico (DT) e 3 pg do sorotipo
18C co

njugado com o toxoide tetanico (TT). O Brasil sera o primeiro pais a incluir a
VPC-10 em sua politica nacional de saide publica em 2010 (CECOVISA
ENSP/FIOCRUZ, 2009). Em muitos paises da Africa, America do Sul e em algumas
regibes da Asia os sorotipos 1 e 5 sdo importantes causadores de morbidade e
mortalidade. Ja nos Estados Unidos, Canada e muitos paises europeus, o sorotipo 7F é a
causa predominante de doenca pneumocdcica invasiva (PARADISO, 2011).

A VPC-13 possui em sua formulagdo com os mesmos sorotipos presentes na
VPC-10, acrescida de trés novos sorotipos (Figura 2). A VPC-7 estd sendo substituida
nos paises que adotaram essa vacina no calendario nacional de vacinacédo pela VPC-13.
Esta vacina também possui polissacarideos capsulares conjugados a uma proteina
carreadora do toxoide diftérico (CRM1e7) (MEHR et al, 2012). Os sorotipos incluidos na
VPC-13 sdo importantes causas de doenca invasiva nos Estados Unidos e na Europa e
ambos tém sido associados com as altas taxas de mortalidade e infec¢bes, devido ao
sorotipo 3 ser cada vez mais relatado, especialmente em criancas mais velhas, em

associagdo com pneumonia grave, incluindo empiema (PARADISO, 2011).

A vacina pneumocdécica € uma maneira eficaz de prevenir as infeccbes
pneumocacicas invasivas em pacientes imunocompetentes, portanto, para o amplo uso
da vacina é necessario o0 adequado conhecimento da distribuicdo dos sorotipos
prevalentes em cada regido, assim como é necessario conhecer a sensibilidade dos
pneumococos aos antimicrobianos para a escolha correta do esquema terapéutico
(MORETTI et al, 2007).
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VPC-7 |4 |6B |9V |14 | 18C | 19F | 23F

VPC-10 |4 6B |9V |14 | 18C | 19F | 23F |1 |5 | 7F

VPC-13 |4/ 6B |9V |14 |18C | 19F | 23F |1 |5 | 7F | 3 | 6A | 19A

Figura 2. Sorotipos de pneumococos incluidos na vacina pneumocdécica conjugada 7-
valente, 10 valente e 13-valente atualmente licenciados.

2. TRATAMENTO DA PAC E RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A OMS chama a atencdo para os sinais clinicos da PAC que permitem o
diagnostico correto e a escolha do tratamento adequado para criangas de acordo com a
faixa etaria, pois para a maioria dos pacientes, ndo € possivel definir o agente etioldgico

causador da PAC no momento da deciséo terapéutica (Corréa et al, 2008).

A escolha do tratamento da PAC bacteriana varia de acordo faixa etaria e as
caracteristicas da infeccdo. Assim, a sele¢do do esquema terapéutico inicial é baseada na
historia clinica do paciente de tosse e dificuldade respiratdria, com suspeita de
pneumonia, devem ser avaliadas quanto a presenca de tiragem subcostal e submetidas a
contagem da frequéncia respiratoria, para classificacdo do caso e indicacdo da melhor
conduta terapéutica (DIRETRISES BRASILEIRAS DE PNEUMONIA, 2007,
FERREIRA et al, 2009).

Em criancas maiores de 2 meses a 5 anos, as PACs podem ser classificadas em 2
grupos: pneumonia leve e pneumonia grave, de acordo com a presenca ou auséncia,
respectivamente, de tiragem subcostal no exame fisico. Em crianca maiores de dois
meses de idade ndo apresenta tiragem subcostal ou qualquer sinal de perigo ou de
gravidade, mas apresenta frequéncia respiratoria elevada, a classificacdo mais adequada
é pneumonia leve, com indicacdo de tratamento ambulatorial. Nesses casos recomenda-
se antibioticoterapia com amoxicilina, por sete dias, como primeira escolha. A
penicilina procaina também pode ser usada em dose Unica diaria por 7 dias. Caso haja
suspeita de pneumonia atipica ou afebril, tratar com um macrolideo, como, por
exemplo, eritromicina, por 10 dias, ou com um dos chamados novos macrolideos, como

azitromicina, por 6 dias, ou claritromicina, por 10 dias (SILVEIRA et al, 2012).
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A antibioticoterapia empirica estad baseada na apresentacdo clinica, na idade e
nos fatores epidemioldgicos, e, se disponiveis, em dados laboratoriais imediatos e
achados radioldgicos. Dessa forma, as pesquisas epidemiologicas nesse campo sdo
sempre necessarias para melhorar ou modificar as recomendagdes do tratamento, pois
uma das maiores preocupacdes € se a antibioticoterapia empirica na pneumonia

permanece efetiva em meio a essa era de resisténcia pneumocdcica.

Por mais de 25 anos a penicilina permaneceu sendo a droga de escolha contra
pneumococo, porém os primeiros relatos de resisténcia aconteceram na década de 60
quando foram identificadas e notificadas cepas resistentes em Boston, em 1965, e na
Australia, em 1967. Até o final dos anos 80, cepas de pneumococos resistentes a
penicilina tinham se espalhado por todo mundo (CAMARGOS et al, 2006).

Desde 1991, a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) tem conduzido um
estudo do perfil epidemiolégico (Projeto SIREVA - Projeto Sistema Regional de
Vacinas), sendo responsavel pela vigilancia laboratorial do Streptococcus pneumoniae,
determinando a distribuicdo dos sorotipos que causam doenca invasiva e seus padroes
de resisténcia antimicrobiana na América Latina. No Brasil, este projeto foi instituido
em 1993, patrocinado pela OPAS e pelo Ministério da Salde, e desde entdo varias
publicacbes tém mostrado alguma diversificacdo na distribuicdo de sorotipos e na taxa
de resisténcia aos antimicrobianos nas diferentes regides do pais e ao longo do tempo
(VIEIRA et al, 2007).

O aumento da resisténcia a antimicrobianos agora tem se tornado uma das
principais preocupacfes da comunidade médica. A resisténcia pneumocdcica aos
antimicrobianos € resultado de mutacdes no genoma bacteriano, nesses casos 0S
antibioticos devem ser prescritos em doses e frequéncia adequada para proporcionar
concentragcBes preventivas e consistentes na corrente sanguinea ou no sitio alvo de
destino da droga (JINNO et al, 2012).

Uma terapia imediata é essencial para alcangar um bom progndstico: antibioticos
B-lactdmicos s@o a escolha de primeira linha; por outro lado, em infeccdes do trato

respiratorias e comunitarias em pacientes alérgicos B-lactdmicos, macrolideos s&o
amplamente utilizados (MONTAGNANI et al. 2008).
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A resisténcia do S. pneumoniae aos macrolideos ocorre principalmente devido a
dois mecanismos: modificacdo do sitio de ligacdo da droga e efluxo ativo. O primeiro
ocorre devido a aquisicdo do gene ermB, o qual confere resisténcia aos macrolideos,
lincosamideos e estreptogramina B, sendo esta resisténcia multipla, o que da o nome ao
fendtipo: MLSg (ZETTLER et al, 2005). A expressdo deste fendtipo pode ser
constitutivo ou induzivel, tornando-se ativo apenas na presenca de indutores de
macrolideos (LINARES et al, 2010). O mecanismo de resisténcia ligado a bomba de
efluxo ativo estd associado ao gene mefA, que confere resisténcia somente aos membros
quatorze e quinze dos macrolideos (eritromicina, claritromicina e azitromicina),
resultando no fenodtipo M (ZETTLER et al, 2005). Variagdes na prevaléncia desses
genes e mecanismos de resisténcia aos macrolideos tém sido verificadas entre

pneumococos isolados em diferentes regiées do mundo.

Em estudo realizado por Mendes e colaboradores nos anos 1999 a 2000,
incluindo paises da América Latina (Argentina, Brasil e Mexico), a resisténcia a
eritromicina encontrada foi de 15,3%, sendo de 6,5% nas amostras brasileiras. A
resisténcia aos macrolideos foi também avaliada na Alemanha, no periodo de 2002 a
2003, e 241 amostras de pneumococos foram analisadas e observaram-se 19,9% de
cepas resistentes (REINERT et al, 2004). Em um trabalho realizado, Mendonc¢a-Souza e
colaboradores em 1999, com 931 amostras de pneumococo isoladas em varias cidades
brasileiras, foram encontradas 40 amostras resistentes a eritromicina (4,3%), sendo que
37 destas apresentaram o fendtipo MLSB (92,5%) e 3 o fendtipo M (7,5%)
(MENDONCA-SOUZA et al, 2004).

Considerando-se, porém, o percentual relativamente pequeno, no Brasil, de
amostras bacterianas resistentes a macrolideos, estas drogas continuam sendo
alternativas Uteis na terapia empirica de casos ndo graves de pneumonia comunitaria.
Em se tratando de casos graves, que requerem hospitalizacdo, tém sido reconhecida a
eficAicia da associacdo de cefalosporinas de terceira geracdo com macrolideos,

evidenciada em prognostico mais favoravel para pacientes (MARTINEZ et al, 2005).
2.1 Resisténcia Bacteriana aos p-lactamicos

Os antibioticos B-lactdmicos possuem atividade antibacteriana blogqueando o
altimo passo da sintese da parede celular, o que é possivel devido a semelhanca

estrutural do substrato natural das proteinas de ligagdo a penicilina "Penicillin Binding

28



Proteins” (PBPs) e o antibidtico (inibicdo competitiva). Os antibidticos B-lactamicos
bloqueiam a sintese de peptidoglicano pela inativagdo de multiplas proteinas de ligagdo
a penicilina, resultando na estimulagdo de enzimas enddgenas autoliticas, as autolisinas,
que degradam o peptidoglicano da parede celular bacteriana (CAMARGOS et al.,
2006).

A resisténcia a acdo das penicilinas nos pneumococos é mediada por genes
cromossdmicos que sofrem mutacfes sucessivas no codigo genético que comandam
alteracOes nas proteinas ligadoras de penicilinas, as PBPs 1a, 1b, 2x, 2a, 2b e 3 e que
passam a apresentar baixa afinidade de ligacdo com as penicilinas (ROSSONI et al,
2008). Nas cepas que apresentam resisténcia plena, que tém maior alteragdo nas PBPs
1a, 2b e 2x, ocorrem elevada resisténcia também para as cefalosporina e carbapenemas.
Considerando que a resisténcia do S. pneumoniae ndo se deve a producdo de beta-
lactamases, a associacdo de inibidores destas enzimas a antibioticos beta-lactamicos,
como, por exemplo, a associagdo amoxicilina com acido clavulanico, ndo oferece
qualquer vantagem no combate as cepas resistentes (ZETTLER et al, 2005;
CAMARGOS et al, 2006; SERRANO et al, 2007).

O surgimento de cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina, decorréncia de
mutacOes cromossomicas e alteracGes nas proteinas ligadoras do antibidtico na parede
bacteriana, repercutiu amplamente no uso clinico da droga. Essas cepas disseminaram-
se pelo mundo e ganham espaco cada vez maior como agentes de infecches
comunitarias e hospitalares (MARTINEZ et al, 2005).

Os padrées de resisténcia do pneumococo frente aos antibioticos variam em
diferentes populacbes, em diferentes regides geograficas e, provavelmente, ao longo do
tempo, é importante o estabelecimento do perfil de resisténcia em uma determinada
comunidade para fundamentar a escolha do melhor tratamento empirico inicial.
(MANTESE, 2009).

Nos Estados Unidos, o “Prospective Resistant Organism Tracking and
Epidemiology for the Ketolide Telithromycin” (PROTEKT) realizou um estudo com
39.495 pneumococos isolados de pacientes com infec¢bes respiratorias adquiridas na
comunidade. Este estudo demonstrou que aumentaram de 12,5% em 2000-2001 para
20% em 2003-2004 0s pneumococos gque apresentavam resisténcia intermediaria frente

a penicilina, enquanto a resisténcia plena a penicilina caiu de 26,3% em 2000-2001 para
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16,5% em 2003-2004 (JENKINS et al, 2008). O Sistema de Vigilancia da Resisténcia
Antimicrobiana Europeia coletou 11.584 isolados invasivos de S. pneumoniae de 32
paises no ano de 2008. Desses isolados, 1152 (10%) apresentaram resisténcia a
penicilina (LINARES et al, 2010).

Castanheira e colaboradores realizaram um estudo no periodo de 1997 a 2000
em varios paises da América Latina e isolaram 1.561 cepas de pneumococo. Os
percentuais de resisténcia a penicilina entre os sete paises participantes foi: México
25%, Uruguai 19,2%, Chile 18,3%, Colombia e Argentina 9,9%, Brasil 3,9% e
Venezuela 2,8% (CASTANHEIRA et al 2004).

No Brasil, um estudo foi realizado pelo Projeto de Sistema Regional de Vacinas
(SIREVA 11) entre 2000 e 2005 com isolamento de 8.993 cepas de pneumococos, das
quais 36,4% provenientes de pacientes com diagndstico de pneumonia. Foi realizado o
teste de sensibilidade a penicilina e verificou-se que as cepas resistentes correspondiam
a 37,8% dos isolados testados (CASTANEDA et al, 2009).

Nas ultimas décadas, o aumento do nUmero de cepas de S. pneumoniae
resistentes a penicilina e a outros antibidticos B-lactamicos tem complicado o tratamento
da infeccdo pneumocdcica (HSIEH et al, 2009). O uso frequente de antibidticos tem
sido identificado como o maior fator de risco para a selecdo de resisténcia em
pneumococos (BRANDILEONE et al, 2006). Com o crescimento da resisténcia do S.
pneumoniae a penicilina, tem sido necessario o uso de drogas alternativas como 0s
macrolideos, tetraciclina, cloranfenicol, fluorquinolonas, entre outras (PALLARES et
al, 2003). Entretanto, recentemente também tem sido observado um aumento

significativo da resisténcia do pneumococo aos macrolideos em varios paises do mundo.

2.2 Resisténcia Bacteriana aos Macrolideos

Os macrolideos sdo largamente utilizados no tratamento de diversas doencas
infecciosas, além de serem utilizados por pacientes que sdo alérgicos a penicilina. Os
macrolideos sdo compostos por anéis de lactona com 14, 15 e 16 atomos. 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

transpeptidagdo e translocacdo, causando liberacdo prematura do peptideo que
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incompleto perde sua fungdo celular, sendo assim proteinas vitais a célula bacteriana

deixam de serem sintetizadas, ocorrendo a morte celular (KANOH et al, 2010).

O aumento da resisténcia aos macrolideos € preocupante, tendo em vista que esta
classe de antibidticos é utilizada na terapéutica empirica das infecces respiratorias
além de ser considerada em varios paises como a primeira linha no tratamento da
pneumonia adquirida na comunidade (PAC) (MOELLERING, 2002).

A aquisicdo do gene ermB, que reduz a afinidade de ligacdo de todos os
macrélidos para o RNAr 23S (dominio V) do pneumococo, conduz a resisténcia cruzada
aos macroélidos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSg) (LECLERQ et al, 2002;
ZETTLER et al., 2005). A resisténcia cruzada ocorre como resultado da metilagédo do
residuo de adenina (A2058), dentro dos sitios de ligacdo de sobreposicdo para as trés
classes de antimicrobianos quimicamente distintos (FARRELL et al, 2004). As cepas de
S. pneumoniae, que possuem gene ermB e tém o fenotipo MLSB normalmente,
expressam alto nivel de resisténcia aos antibidticos MLSB. O fendtipo MLSB pode ser
expresso como uma resisténcia constitutiva (CMLSB) ou induzivel (iMLSB)
(FARRELL et al, 2004; LECLERQ et al, 2002). Em S. pneumoniae, 0 gene ermB ¢
transportado no transposon Tn1545 conjugativo que facilita espalhar entre diferentes
cepas (FARRELL et al, 2004). O segundo mecanismo de resisténcia € a bomba de
efluxo, que sdo proteinas presentes na membrana levando a um transporte ativo dos
antibioticos do meio intracelular para o meio extracelular. Esse tipo de mecanismo é

conferido pela presenca do gene mef (DZIDIC et al, 2008).

Pneumococos resistentes a macrolideos foram descritos pela primeira vez em
1967, no Canada, 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%), ja entre
os isolados invasivos, a prevaléncia de resisténcia foi de 8,3% em 1983. A maioria dos
isolados demonstrou multirresisténcia (LECLERCQ et al 2002).

A prevaléncia da resisténcia aos macrolideos em S. pneumoniae esta
aumentando em todo o mundo, mas é altamente variavel entre os paises. Em estudo
realizado no Canadd com 3.339 isolados de S. pneumoniae, foi observado que a

resisténcia aos macrolideos aumentou de 4,6% para 13,1% no periodo de 8 anos, de
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1995 a 2002 (VANDERKOOI et al., 2005). Nos Estados Unidos, um estudo incluiu
1.531 isolados de S. pneumoniae que foram coletadas em 33 centros médicos em todo o
pais durante o inverno de 1999-2000. A taxa de resisténcia intermediaria 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 também tem sido relatada em varios paises
europeus, como Espanha e Franga, que exibem as maiores taxas, 43,6% e 46,1%,
respectivamente, e na Austria 0 menor, de 10% (REINERT et al 2005).

A resisténcia conferida pelo gene ermB é mais intensa que a resisténcia
conferida pelo gene mefA, ou seja, as concentragcdes inibitérias minimas para 0s
pneumococos que contém o gene ermB sdo mais elevadas do que as cepas que possuem
o gene mefA (NYS et al, 2005). Além disso, a metilagdo no residuo adenina, causada
pela metilase codificada pelo gene ermB, confere resisténcia a todos macrolideos,
licosamina e estreptogramina B, enquanto a presenca do gene mefA confere resisténcia
para 0s macrolideos do 14 e 15, resultando no fendtipo M. (ZETTLER et al, 2005;
BONOFIGLIO et al, 2005).

O gene ermB é o0 genotipo prevalente em todo o mundo, sendo mais
frequentemente encontrado na maioria dos isolados clinicos na Europa (FARREL et al,
2008). Nos Estados Unidos, o gene mefA é o gendtipo mais comum com taxas de 66%
encontrados nos anos 2001 e 2004. J& nos anos de 2005 e 2006, foram encontradas taxas
de 54% (JENKINS et al, 2008), e a presenca do genotipo ermB se manteve
relativamente baixa. No entanto, relatos mais recentes observaram um aumento na

porcentagem de isolados que transportam tanto ermB e mefA (LIU et al 2012).

2.3 Sorotipos e Resisténcia

A resisténcia do S. pneumoniae aos antimicrobianos usados no tratamento das
doencas pneumocadcicas tem aumentado significativamente em todo o mundo. Existem
seis sorotipos (6A, 6B, 9V, 14, 19F e 23F) que sdo comumente associados com

resisténcia aos antimicrobianos (JONES et al, 2010).

Ocorre uma grande variacdo no padrdo de resisténcia aos antibidticos e a
prevaléncia de sorotipos de pneumococo em diferentes populacoes e regides geogréaficas

e, provavelmente, ao longo do tempo também, por isso € importante o estabelecimento
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do perfil dos sorotipos mais prevalentes numa determinada comunidade e o
conhecimento das taxas de resisténcia para fundamentar a escolha do melhor tratamento

empirico inicial e da melhor cobertura vacinal (MANTESE et al, 2009).

A vacina pneumocdcica conjugada heptavalente (PVC7) que contém sete
sorotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F) foi licenciada em aproximadamente 90 paises
a partir do ano 2000. Sua composicdo foi baseada nos sorotipos mais frequentes nos
EUA, Canadé e alguns paises da Europa (PLETZ et al., 2008).

Assim, a proporcdo de sorotipos presentes na vacina PVC7 é alta nos EUA,
Canada e Australia (80 a 90%), seguidos de Europa e Africa (70 a 75%), América
Latina (aproximadamente 65%) e Asia (aproximadamente 50%). Essa proporcao é baixa
na América Latina devido a prevaléncia alta dos sorotipos 1 e 5 nessa regido. Surge,
assim, a necessidade de novas vacinas que contenham sorotipos adicionais de
importancia na doenga pneumococica invasiva em varios paises e regides do mundo
(YOSHIOKA et al 2011).

Atualmente, existem duas novas vacinas conjugadas para pneumococo: a vacina
pneumocacica conjugada 10 valente (PVC10) com cobertura adicional para sorotipos 1,
5 e 7F, que foi introduzida, em 2010, no Programa Nacional de Imuniza¢des no Brasil;
e a 13-valente, que amplia a cobertura para sorotipos 1, 3, 5, 6 A, 7F e 19A
(SHOUVAL et al, 2009). Portanto, dados sobre portadores do pneumococo saudaveis e
com PAC sdo ferramentas Uteis para monitorar o efeito da PVC10 em paises como 0
Brasil (FRANCO et al. 2010; CHAPPUY et al, 2013).

No Brasil, a distribuicdo dos sorotipos, segundo um estudo realizado de 1993-
1999, sdo o 14, 6A/6B, 1, 18C, 5, 23F, 19F e 9V (DI FABIO et al, 2001). O Projeto
Sistema Regional de Vacinas (SIREVA) foi criado na América Latina com o objetivo
de monitorar o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos e o perfil de sorotipos de
pneumococo (MANTESE et al, 2009). O Projeto SIREVA captou de diferentes regides
do Brasil no periodo de 8 anos (de 2000 a 2005, em 2006 e em 2007) 6.548 cepas
invasivas de pneumococo; destas, 5.742 foram sorotipadas, sendo 2.575 oriundas de
criancas abaixo de 6 anos de idade. Os sorotipos mais frequentemente encontrados
foram o 14, 6B, 18C, 19F, 23F, 1, 6A, 5, 19A, 9V, 3, 7F e 4, conferindo uma cobertura
da PVC7 de 72,1% (incluindo o sorotipo 6A). Em Fortaleza, segundo Rey et al (2002),

0S sorogrupos mais comuns encontrados foram o 6, 19, 23 e 14.
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Neste contexto, uma vez que a epidemiologia da doenga pneumocdcica varia
com a regido e ao longo do tempo, fazem-se necessérias avaliagdes periddicas com
monitoramento dos sorotipos e do padrdo de resisténcia antimicrobiana para uma
melhor orientacdo terapéutica e definicdo de estratégias de controle. O objetivo
principal deste estudo € identificar os sorotipos de pneumococo mais frequentemente
isolados nas criancas com PAC, comparar 0s sorotipos com os incluidos em vacinas
conjugadas e analisar sua sensibilidade aos antimicrobianos mais utilizados na faixa

etaria pediatrica.
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3. PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Qual o percentual de isolamento de pneumococos colonizantes da nasofaringe de

pacientes com Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC), em um Hospital Infantil

de Fortaleza, Ceara?

2. Qual o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de cepas de S. pneumoniae

colonizantes de nasofaringe isolados de criangas com PAC?

3. Quiais os sorotipos de pneumococo encontrados em portadores com PAC?

4. Quais as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) que apresentaram alteracdes nas

cepas resistentes?

5. As cepas que apresentaram resisténcia a macrolideos possuem o gene ermB?

4. HIPOTESES CONSIDERADAS

A prevaléncia de S. pneumoniae em isolados de criangas portadoras com PAC

em um hospital infantil de Fortaleza é alta.

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

testados.

Os sorotipos mais comumente encontrados sdo 14, 23F, 6A/6B e 19F como no

restante do pais.

As cepas com resisténcia plena ou intermediaria a penicilina apresentam uma ou

mais alteracdes nas PBPs 1a, 2x e 2b.

As cepas com resisténcia plena ou intermediaria a macrolideos apresentam o

gene ermB.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Identificar os sorotipos de pneumococo de pacientes com PAC, determinar a
sensibilidade a antimicrobianos e identificar os genes associados a resisténcia a

penicilina e macrolideos.

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de S. pneumoniae isolados de
portadores doentes.

2. ldentificar os sorotipos de S. pneumoniae isolados de criangas com PAC.
3. Identificar alteragdes nas PBPs em cepas resistentes a penicilina.

4. ldentificar a presenca do gene ermB nas cepas de S. pneumoniae que apresentaram

resisténcia a macrolideos
5. Correlacionar a idade dos pacientes com o estado de portador.

6. Correlacionar os sorotipos isolados com resisténcia aos antimicrobianos testados.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Espécimes clinicos: amostras de criangas com suspeita clinica de infeccdo de

vias aéreas inferiores.

No periodo compreendido entre janeiro de 2011 a setembro de 2012 foram
coletadas amostras de pacientes de 0 a 16 anos de idade, de ambos 0s sexos, atendidos
nos setores de emergéncia e enfermaria do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), em
Fortaleza — Ceara, com sinais e sintomas de PAC. Foram coletadas informacdes sobre
idade, sexo e uso de medicamentos através de aplicacdo do questionario.

6.2 Aspectos Eticos

O consentimento escrito para participacdo da crianca no estudo foi obtido dos
pais da crianga ou seu guardido legal, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo), que foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Infantil Albert Sabin
(HIAS), pelo nimero de protocolo 070/2009 (Anexo I1). O consentimento informado
descreveu o objetivo do estudo, os procedimentos que seriam realizados, 0s riscos e 0s
beneficios da participacdo. Uma coOpia do documento foi entregue aos pais ou

responsaveis legais da crianca.

6.3 Coleta do Material de Nasofaringe

Aspirados de nasofaringe foram coletados nos turnos da manha ou tarde, de
segunda a sexta-feira, por membros da equipe do Laboratério de Virologia da
Universidade Federal do Ceara que realizaram uma busca ativa nos setores de
emergéncia e enfermarias do Hospital Infantil Albert Sabin. O contetdo aspirado foi
identificado e armazenado em isopor com bobinas de gelo, sendo entdo transportado até
o Laboratério de Virologia em até quatro horas apds a coleta. As amostras clinicas
foram processadas em capela de fluxo laminar NB-2 e aliquotadas em duas fra¢6es, uma
para realizacdo de testes para deteccdo de virus respiratorios e a outra aliquota foi
enviada para o Laboratorio de Bacteriologia localizado no Centro de Biomedicina,

Faculdade de Medicina/UFC, para realizacdo de testes para a detec¢do de S. pnemoniae.
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6.4 Isolamento Bacteriano e Identificacdo de S. pneumoniae

No Laboratorio de Bacteriologia, a aliquota foi semeada em placa de Petri
contendo o0 meio Columbia agar (DIFCO) suplementado com sangue desfibrinado de
carneiro a 5% e gentamicina 5 pg/ml e em seguida foi incubado a 36 £ 1 °C em
atmosfera de microaerofilia, por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, foram
selecionadas colbnias isoladas que apresentassem as seguintes caracteristicas: colénias
planas com uma zona cinza-esverdeada ao redor (o-hemdlise) (Figura 1A). Estas
colonias foram reisoladas em outras placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura,
a fim de gerar uma maior massa celular bacteriana para realizacdo da coloracdo de
Gram, dos testes com disco de optoquina (5ug) (Figura 1B) e o teste da solubilidade em
bile em solugdo de deoxicolato de sodio a 10% (Figura 2A). As cepas que apresentaram
a microscopia a forma de diplococos Gram positivo (Figura 2B), sensibilidade a
optoquina e solubilidade em bile foram identificadas como S. pneumoniae. (LAVAL et
al, 2006).

Figura 3: A. Crescimento em &gar sangue de coldnias planas com a-hemolise ao seu redor,
caracteristicas de S. pneumoniae. B. Sensibilidade & optoquina. Fonte: Laboratorio de

Bacteriologia.
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Figura 4: A. teste da bile solubilidade. B. S. pneumoniae corados pela
técnica de Gram, na ponta da seta é possivel visualizar cocos
dispostos aos pares € m pequenas cadeias Fonte: Laboratorio de
Bacteriologia.

6.5 Estocagem das Amostras

Apos a identificacdo das cepas, todas as amostras foram mantidas estocadas em
caldo BHI com 16% (vol/vol) de glicerol e congeladas a —80°C (VIEIRA et al, 2007),
para posterior avaliagdo da resisténcia antimicrobiana, genotipagem capsular e pesquisa

de genes de resisténcia.

6.6 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

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

O método E-test é baseado numa combinacdo dos conceitos de testes de dilui¢do
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 5mm de
largura e 50mm de comprimento. Um lado da fita é 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 € mobilizado no outro
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lado da fita. O gradiente reflete uma faixa continua de concentragdo, 0,002 a 32 pg/ml.
Esta faixa corresponde a 15 diluiges num método convencional de CIM.

Inicialmente prepara-se o indculo em 1 ml de salina com suspenséo da col6nia
bacteriana a fim de obter uma turvacgdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
que corresponde 1,5 x 108 UFC/ml. Em seguida, com swab a suspensio 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 pinca aplica-se a fita de E-test dos
antibidticos a serem testados, havendo uma liberacdo imediata do antibidtico da fita
para 0 agar. ApGs incubacdo, quando o crescimento bacteriano se torna visivel, uma

elipse de inibicdo simétrica ao redor da fita € visualizada (Figura 3).

O ponto de corte para determinacdo de sensibilidade, resisténcia
intermediaria e resisténcia plena foram escolhidas seguindo os padrdes do Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010). 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 5. Teste de Sensibilidade a antimicrobianos pelo método de
E-test para penicilina, ceftriaxona, sulfametoxazol/trimetoprim,
amoxilina, clindamicina e eritromicina. Fonte: Laboratério de
Bacteriologia
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6.7 Extragdo de DNA

Para a realizacdo da extracdo do DNA as cepas de pneumococo foram retiradas
do estoque e semeadas em placas contendo o meio de cultura Brain Heart Infusion
(BHI) agar (OXOID) suplementado com sangue desfibrinado de carneiro adicionado de
5 pg/ml de gentamicina e incubadas durante 24 horas a 36x1°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 extracdo do DNA pneumocaocico foi
realizada conforme as recomendacGes do DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen®
Group, 2011).

6.8 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

I6cus cpsA presente em todos os pneumococos. (PAI et al., 2006; DIAS et al, 2007).

6.9 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. Os iniciadores foram utilizados
em oito reacOes de multiplex, e uma reacdo, para diferenciar os sorotipos 6A/B do 6C.
Os iniciadores foram agrupados com base na distribuicdo dos sorotipos dos
pneumococos invasivos encontrados no Brasil. Em cada reacdo foram colocados doze
pares de iniciadores que tinham como alvo regides sorotipo-especificas de doze
diferentes sorotipos. Foi também incluida em cada reacdo como controle positivo
interno a cepa de S. pneumoniae ATCC 49619 e um controle negativo o qual era

colocado &gua no lugar do DNA bacteriano.

Os PCRs foram realizados em solucdo contendo 25 ul, com cada mix da reacao
contendo: HotStarTag® Master Mix Kit e 0s 12 iniciadores. Ciclos térmicos realizados

em GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas seguintes condi¢Ges: um ciclo a
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94°C por 15 minutos seguido de 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 30 segundos
(desnaturacao), 54°C por 90 segundos (anelamento) e 72°C por 60 segundos (extenséo)
e 72°C por 10 minutos (extensdo final).

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio
Reagents) em 1X tampdo TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de &cido acético glacial, 1
mM EDTA, pH 8.0) a 100 V por 1 hora e 30 minutos. Os geis 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 padrdo (marcador de 50pb ou
100pb; Fisher Bio Reagents).

6.10 Deteccéo dos genes de resisténcia
v" Mutac0es nas Proteinas Ligadoras de Penicilina - PBPs

Foram selecionadas as cepas que apresentaram resisténcia intermediaria e plena
a penicilina, estas entdo foram submetidas ao teste de PCR para a deteccdo das
mutacOes nas PBPs 1a, 2b e 2x. Em cada reacdo foi realizada com os iniciadores
desenhados por Nagai e colaboradores (2001). Os PCRs foram realizados em trés
solugdes com volume final de 25 pl, cada mix da reacdo contendo: HotStarTag® Master
Mix Kit e os iniciadores iniciadores da PBP pesquisada. Ciclos térmicos foram
realizados em GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas seguintes condices:
um ciclo a 94°C por 5 minutos seguido de 30 ciclos de amplificacdo a 94°C por 5
segundos (desnaturacdo), 50°C por 5 segundos (anelamento) e 72°C por 5 segundos
(extensdo), sem extensdo final. Um controle positivo foi incluido em cada rea¢do, uma
cepa de S. pneumoniae que ndo tinha alteracdo em nenhuma das proteinas de ligacao
estudadas (1a, 2b e 2x), ou seja, esta cepa apresentava-se sensivel a penicilina. Um
controle negativo também foi incluido em cada reacéo, o qual continha agua mili-Q ao

invés do DNA pneumocdcico.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio
Reagents) em 1X tampdo TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de &cido acético glacial, 1
mM EDTA, pH 8.0) a 100 V por 1 hora e 20 minutos. Os géis foram revelados com

brometo de etidio (0,5 pug/ml) em luz UV, as imagens foram fotografadas e analisadas
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no ImageQuant 300 (GE Healthcare Life Sciences). Os tamanhos dos produtos de PCR
foram comparados com marcador de peso molecular padrdo (50 pb ou 100 pb ladder;
Fisher Bio Reagents). A auséncia de produto de PCR da PBP pesquisada indica
alteracdo no gene da PBP, gerando assim resisténcia a penicilina.

v" Genes de resisténcia a macrolideos

As cepas que apresentaram resisténcia intermediaria ou plena a clindamicina e
eritromicina foram submetidas ao teste de detecgdo do gene ermB, que é o principal
responsavel pela resisténcia a macrolideos, lincosamidas estreptogramina B (MLSg).
Em cada reacdo foram utilizados os iniciadores desenhados por Nagai e colaboradores
(2001). Para controle positivo na detec¢do de resisténcia do gene ermB foi incluido em
cada reacdo a cepa E. coli V1910, cedida pela Universidade da Costa Rica. Um controle
negativo também foi incluido em cada reacdo, o qual continha agua mili-g ao inves do

DNA pneumocadcico.

Ciclos térmicos realizados em GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas
seguintes condi¢des: um ciclo a 94°C por 1 minuto seguido de 35 ciclos de amplificacéo
a 94°C por 30 segundos (desnaturagédo), 50°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por

2 segundos (extensao) e 72°C por 10 minutos (extenséo final).

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio
Reagents) em 1X tampédo TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de &cido acético glacial, 1
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 padrdo (50 pb ou 100 pb ladder;

Fisher Bio Reagents.)

6.11 Analise Estatistica

Para avaliar se existe relacdo entre sexo e positividade de pneumococos, 0sS
dados foram organizados em tabelas do Excel e foram utilizado o teste estatistico de
associacdo Qui-quadrado (x?) sendo considerado o valor-p <0, 001. Para verificar a

associacdo dos sorotipos e a resisténcia a penicilina, eritromicina e clindamicina, foi
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realizado o teste estatistico exato de Fisher que permite calcular a probabilidade de
associacdo das caracteristicas que estdo em anélise.

7. RESULTADOS
7.1 Prevaléncia

Entre janeiro de 2011 a setembro de 2012, foram coletadas 527 amostras de
criangas com Pneumonia Adquirida na Comunidade atendidas no Hospital Infantil
Alberto Sabin com idades entre 0 e 16 anos. Desse total de amostras, 54,5% (287)
foram coletadas no ano de 2011 e 110 amostras (38,3%) apresentaram positividade na
cultura de nasofaringe para S. pneumoniae. No ano de 2012, foram coletadas 240
(45,5%) amostras e destas 49 (20,4%) foram positivas para S. pneumoniae (Grafico 1).

Graficol: Positividade das 527 amostras de
aspirado de nasofaringe coletadas durante 0s
anos de 2011 e 2012
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Foram isoladas cepas de S. pneumoniae em 159 criancas, perfazendo uma taxa
de portadores doentes de 30,17%. Oitenta e sete (16,51%) desses portadores eram do
sexo masculino. A distribuicdo dos portadores de acordo com sexo é mostrada na tabela

1. Néo houve relacdo estatistica entre sexo dos portadores (p >0,376).
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Tabela 1: Prevaléncia das criancas portadores do S. pneumoniae distribuida por sexo

Sexo
Positividade Total
Masculino Feminino
Negativo 44,02% (232) 25,81% (136) 69,83% (368)
Positivo 16,51% (87) 13,66% (72) 30,17% (159)
Total 60,53% (319) 39,47% (208) 100,00% (527)

Do total de isolados de S. pneumoniae, 126 (23,91%) tinham até dois anos de
idade. A distribuicdo dos portadores de acordo com idade é mostrada na tabela 2. Existe
relacdo estatistica entre a idade e o estado portador (p=0,0253).

Tabela 2; Prevaléncia das criancas portadoras S. pneumoniae distribuida por idade

Idade Positivo Negativo Total

0-2anos | 23,91% (126) 48,39% (255) | 72,30% (381)
> 2 anos 6,26% (33)  21,44% (113) | 27,70% (146)
Total 30,17% (159) 69,83% (368) | 100% (527)

7.2 Sensibilidade aos Antimicrobianos

Das 159 cepas de S. pneumoniae isoladas, foi realizado o teste de sensibilidade a
antimicrobianos pelo método do E-test para 126 cepas, pois 33 cepas foram perdidas

devido a contaminagdo durante o processo de reativacdo dels..

Das 126 cepas, 32 (25,4%) foram resistentes a penicilina, sendo que 27 (21,5%)
apresentaram resisténcia intermediaria e 5 (3,9%) resisténcia plena. Para ceftriaxona,
125 (99,2%) cepas foram sensiveis e apenas 1 (0,8%) apresentou resisténcia plena. Ja
para amoxicilina 125 (99,2%) cepas foram sensiveis e 1 (0,8%) apresentou resisténcia
intermediaria. Com relacdo a clindamicina 102 (80,9%) cepas foram sensiveis, 21
(16,7%) apresentaram resisténcia plena e 3 (2,4%) apresentaram resisténcia
intermediaria. Para eritromicina, 99 (78,6%) cepas foram sensiveis e 27 (21,4%)
apresentaram resisténcia plena. Todos os isolados que apresentaram resisténcia plena ou
intermediaria a clindamicina foram resistentes a eritromicina. J& para o0

sulfametoxazol/trimetoprima, 23 (18,2%) dos isolados foram sensiveis, 41 (32,6%) e 62
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(49,2%) apresentaram resisténcia intermediaria e resisténcia plena respectivamente. A
figura 1 mostra as taxas de sensibilidade e resisténcia dos isolados de S. pneumoniae,
frente aos antibidticos testados. As variacfes de resisténcia encontradas nas cepas de
pneumococo no ano de 2011 e 2012, apesar de ndo serem estatisticamente significantes
(p> 0,005), sdo mostradas no grafico 2. Houve uma pequena diminuic¢do da resisténcia
em relacdo a clindamicina e eritromicina, de 20,9% para 15% e de 33% para 20%
respectivamente. Ocorreu um aumento em relagdo a resisténcia a penicilina, de 19,8%
para 37,5%. Houve uma pequena reducdo na resisténcia do sulfametoxazol/
trimetoprima do ano 2011 para 2012, de 85% para 75%, porém aumentou a resisténcia
plena deste antimicrobiano de 41% para 67,5%.

90%

80%

70% —_—

60%

50%

40%

2011 2012|2011 2012|2011 2012|2011 2012|2011 2012|2011 2012
*Amox *Cef *Clind *Er1 *Pen *Sut

M Sensivel LIntermedidria HResistente

Gréfico 2: Percentuais de sensibilidade e resisténcia de 126 cepas de S. pneumoniae frente aos
antibioticos testados nos anos de 2011 e 2012.
*Amox: Amoxilina; *Cef: Ceftriaxona; *Clind: Cindamicina;* Eri: Eritromicina; *Pen: Penicilina e
*Sut: sulfametoxazol/trimetoprima

7.3 Sorotipos

A genotipagem das cepas de S. pneumoniae isolado de criangas com PAC foi

feita através da técnica de multiplex PCR. Foram incluidas no estudo de genotipagem
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capsular 102 cepas, pois 57 foram perdidas, por contaminacgdo, durante o processo de
reativacdo das cepas. Todos os isolados selecionados foram positivos para 0 gene cpsA,

comprovando que eram realmente S. pneumoniae.

Figura 6. Eletroforese da 1?2 reacdo 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; Linha 3-14: controle interno gene cpsA (160 pb);
Linha 3, 6, 7 e 12: genétipol4 (189 pb); Linha 5: genogupo 6A/B/C/D (250 pb); Linha 13: gendtipo 23F (384pb).
linha 11: gendtipo 19A (566 pb). Linhas 4,8,9,10: gendtipos nédo identificados na 12 reagdo; Linha 14: controle
positivo (S. pneumoniae ATCC 49619) Fonte: Laboratdrio de Bacteriologia

Pela técnica de multiplex PCR, 93 cepas (91,2%) tiveram a genotipagem
capsular identificada e 9 (8,8%) foram ndo-tipaveis. Na populacdo estudada, foram
identificados 18 sorotipos diferentes, sendo que 8 sorotipos foram predominantes em
ambos 0s anos estudados (Grafico 3). Quanto a frequéncia dos sorotipos encontrados no
estudo em ordem decrescente, foram 6A/6B presentes em 35 (34,3%) cepas, seguidas de
14 (10,78%), 19A (9,8%) e 19F (6,9%). O sorotipo 19A foi observado com maior
frequéncia no ano de 2011, ja no ano de 2012 este sorotipo foi substituido pelo sorotipo
19F. Verificam-se também algumas diferencas na distribuicdo dos sorotipos entre 0s
dois anos, mas nenhuma € estatisticamente significativa devido ao nimero de amostras.

Alguns sorotipos sO se apresentam em um dos anos estudados, como, por exemplo, 0s
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sorotipos 23F, 16F, 23B, 13, 10A e 15A/15F que s6 foram identificados no ano de
2011, ja os sorotipos 34, 17F, 7B/C foram encontrados no ano de 2012 (Gréfico 3).

Foi observado também que existe relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos
testados e o0s sorotipos isolados. Os sorotipos relacionados com a resisténcia aos
antimicrobianos eritromicina, clindamicina e penicilina em 2011 e em 2012 sdo
mostrados na Tabela 3. Teste de associagéo de Fisher.

Grafico 3. Prevaléncia de 102 sorotipos de S. pneumoniae isolados durantes os anos de 2011 e 2012.
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Tabela 3. Andlise de associagdo entre os sorotipos isolados
e a resisténcia a antimicrobianos nos anos de 2011 e 2012.

Antibidtico Sorotipos Sorotipos
com 17 o1 | VAlorp | T op0pp | Valorp
Resisténcia
Penicilina 0,005 0,037

—— | G6A/6B, 6A/6B, [

Clindamicina | 14, 19A e | <0,001 |14,19Ae| 0,009
- 1 23F 19 | ———

Eritromicina 0,004 0,002

7.4 Deteccdo de Genes de Resisténcia

Foram selecionadas 24 isolados de S.penumoniae que apresentaram resisténcia

intermediaria e plena a clindamicina e eritromicina para deteccdo do genotipo ermB.
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Dos 24 isolados testados, 19 (79%) possuiam o gene ermB e 5 (21%) foram negativas
para o gene pesquisado (Figura 5).

9 10 11 12 13 14 15 16 17

224pb ——— T W — S— p—
CN CP 192 193 224 235 247 255 352 361 376 407 422 474 485 495

ermB 224 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio para visualizacdo do
produto da PCR do gene ermB em cepas de S. pneumoniae isolados de criangas com PAC. Linha 1,
marcador de peso molecular de 50 pb; linha 2, controle negativo; linha 3, controle positivo para o gene
ermB (224 pb); linha 4-5-6-9-10-11-12-13-14 e 16 amostras positivas para o gene ermB (224pb); linha

7-8-15 e 17 amostras negativas para o gene ermB. Fonte: Laboratorio de Bacteriologia

Foram selecionadas 29 cepas que apresentaram resisténcia intermediaria e plena
a penicilina para fazer verificar a alteracdo nas PBP la, 2b e 2x. Foi encontrada
alteracdo na PBP la em 69% (20) das cepas testados e 31% (9) ndo apresentou
alteracdo (Figura 8). J& para as PBP 2b e PBP 2x, todas as cepas testadas apresentaram

alteracdo nas proteinas de ligacdo pesquisadas (Figuras 6 e 7).

3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
pbp2b

147pb
p CN CP 6 10 11 47 69 115 139 192 193 235 247 250 255 316 352 355 361

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 2% brometo de etidio para visualizagéo do
produto da PCR do gene PBP 2b das cepas de S. penumoniae isoladas de criangas com
PAC. Linha 1, marcador de peso molecular de 50 pb; linha 2, controle negativo; linha
3, controle positivo para PBP 2b (147 pb); linhas 4 a 20, amostras com alteracdo no

gene PBP 2b. Fonte: Laboratério de Bacteriologia
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

pbp2x 197pb

CN cCpP 6 10 11 47 69 115 139 192 193 235 247 250 255 316 352 355 361

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio para visualizacdo do
produto da PCR do gene PBP 2x das cepas de S. pneumoniae isoladas de criangas com PAC. Linha 1,
marcador de peso molecular de 50 pb; linha 2, controle negativo; linha 3, controle positivo para a

PBP2x (197 pb); linha 4 a 20 amostras negativas para pbp2x. Fonte: Laboratério de Bacteriologia

10 193 247 316 352 361 CN

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio para visualizacdo do produto da PCR do
gene PBP la das cepas de S. pneumoniae isoladas de criangas
com PAC. Linha 1, marcador de peso molecular de 100pb;
linha 2, controle positivo; linha 3 a 9 amostras positivas para
a pbp 1la; linha 10, controle negativo. Fonte: Laboratério de
Bacteriologia
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8. DISCUSSAO
O estado portador de S. pneumoniae varia de acordo com a idade, a area

geografica estudada e ao longo do tempo, 0 que determina a necessidade de estudos
epidemioldgicos periddicos para estabelecimento de estratégias de controle da doenca
pneumocédcica (MANTESE et al, 2009).

No estudo realizado em Israel por Greenberg e colaboradores em 2011, com
criancas menores de 5 anos de idade diagnosticadas com PAC, foi encontrada uma taxa
de portadores de 62,8%. Na Suica, a taxa de portadores com PAC relatada em estudo
realizado por Chappuy e colaboradores (2013) foi de 54%. Em um estudo realizado por
Neves e colaboradores (2013), com criangas menores 6 anos de idade, atendidas na
emergéncia de um hospital pediatrico no Rio de Janeiro, a taxa de portadores
encontrada foi de 42,1%. Em Fortaleza, foi realizado um estudo por Rey! e
colaboradores em 2002, com criangas menores de 5 anos de idade e diagnosticadas com
pneumonia, e foi encontrada uma taxa de portadores com PAC de 50%. No presente
estudo foi encontrada uma taxa média de portadores com PAC de 30,17% valor
considerado baixo quando comparado com 0s percentuais citados acima. Esta variacdo
nas taxa de colonizagdo por pneumococo pode ser atribuida a reconhecidos fatores de
risco para a colonizacéo, tais como faixa etaria, regido geogréafica, variacdes climaticas
na época da coleta e condi¢des socioeconémicas da populacéo estudada (RUDAN et al,
2008; VELASQUEZ et al, 2009).

A taxa de portadores com PAC encontrada no presente estudo no ano de 2011
foi de 38,3%, porém no ano de 2012 a taxa de portadores foi 20,4%. Esta queda na taxa
de portadores no ano de 2012 pode ser justificada pela introducdo da vacina
pneumococica 10-valente (VPC-10) no calendario basico de vacinacdo da crianca que
ocorreu em marco de 2010. Porém, no primeiro ano de implantacdo da vacina seguiu-se
um esquema especial, em que foram vacinadas as criancas menores de dois anos e a
partir dos 2 meses de idade, contemplando aproximadamente 6 milhGes de criangas em
todo pais. S6 a partir do segundo ano (2011) apds sua implementacdo, a vacina passou a
fazer parte do calendario vacinal infantil todas as criangcas na faixa etaria entre 2 a 6
meses de idade foram imunizadas. O estudo realizado por Afonso e colaboradores
(2013), utilizando os dados do Sistema Nacional de InformacBes Hospitalares,

demonstrou que apds a introducdo da VPC-10 no programa nacional de imunizacao
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observou-se um declinio significativo nas interna¢cbes por pneumonia em Belo

Horizonte, Curitiba e Recife.

Nesse estudo ndo foi encontrada relacéo estatistica entre o género e o estado de
portador doente. Este resultado também foi descrito por outros autores (REY et al,
2002; VELASQUEZ et al, 2009; GREENBERG et al, 2011; NEVES et al, 2013).

Com relacdo a faixa etéria foi observado no presente estudo que a taxa de
portadores tende a ser maior em criangas menores de dois anos de idade, resultado
concordante com estudos de autores que consideram que a taxa de portador é
inversamente proporcional a faixa etaria. 1sso ocorre porque o sistema imune da crianca
ndo estd completamente desenvolvido, favorecendo assim a colonizacdo por sorotipos
de baixa imunogenicidade (MONTEROS et al, 2007; MEHR et al, 2012), confirmando
que a idade da crianga & um importante fator para a colonizacdo por pneumococo, com
alta prevaléncia em isolados a partir de criancas na faixa etaria entre 2 e 5 anos (LO et
al, 2003; VELASQUEZ et al, 2009).

A colonizacdo da nasofaringe por S. pnumoniae € um pré-requisito para o
surgimento da doenca pneumocaocica local e sistémica. Estudos realizados no Mexico
(BAUTISTA-MARQUEZ et al , 2013), Venezuela (RIVERA-OLIVERO et al, 2011) e
no Brasil (BEREZIN et al, 2007), confirmam que a colonizacdo da nasofaringe de S.
pneumoniae, em criancas pequenas, reflete diretamente na distribui¢do dos sorotipos e

na sensibilidade aos antimicrobianos em isolados de doengas invasivas.

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 utilizando a técnica
de PCR superou as dificuldades associadas a sorologia convencional (Reacdo de
Quellung), pois além de ser uma abordagem simples, apresenta um melhor custo-
beneficio (PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007).

No presente estudo encontramos uma variedade de sorotipos do pneumococo,
porém quatro sorotipos foram comumente encontrados em ambos 0s anos estudados.
Quanto a frequéncia dos sorotipos encontrados neste estudo, em ordem decrescente de

frequéncia foram: 6A/6B, seguido do sorotipo 14, 19A e 19F. Estes resultados sdo
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concordantes com 0s sorotipos mais comuns encontrados em estudos realizados na
Nigéria (ADETIFA et al, 2012), Coréia (AHN et al, 2012), Israel (GREENBERG et al,
2011), Estados Unidos (HUANG et al 2009), Venezuela (RIVERA-OLIVERO et al,
2011) e no Brasil (PIMENTA et al 2011). Os sorotipos comumente identificados neste
estudo estdo entre os sete sorotipos (6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F e 23F) que sdo
comumente encontrados em criancas e que estdo envolvidos com resisténcia a penicilina
(JONES et al, 2010).

No Brasil, de 1993 a 1999, em 4.858 casos de doenca pneumococica invasiva,
63 sorotipos foram identificados. Onze sorotipos capsulares causaram 86,2% das
pneumonias. Os sorotipos com forte associagdo com pneumonia foram em ordem
decrescente de frequéncia: 14, 1, 5, 6A/6B, 23F e 19A (DI FABIO et al, 2001), quatro
desses sorotipos foram identificados no presente estudo. Durante o periodo de vigilancia
da doenca pneumocdcica realizado pelo projeto SIREVA Il (2000 a 2005), com 528
cepas de pneumococos isoladas de pneumonias no Brasil, 0s sorotipos mais frequentes
foram: sorotipo 14, 1, 6B, 19A e 5 (CASTANEDA et al, 2009).

Neste estudo, ndo foram identificados os sorotipos 1 e 5, resultado discordante
de outros estudos que relataram a identificacdo desses sorotipos em criangas com PAC
(REY et al, 2002; CHAPPUY et al 2013). Porém, este resultado € concordante com o
estudo realizado no Brasil por Neves e colaboradores (2013) e nos Estados Unidos
Wroe e colaboradores (2012) que também ndo identificaram os sorotipos 1 e 5 na

populacdo estudada, este achado pode ser justificado pela cobertura parcial da VPC-10.

Identificamos também, que os sorotipos 15B/15C e 11A/11D estdo circulando
em 17,2% da populacdo estudada. Estes sorotipos ndo sdo relatados na literatura por
colonizar a nasofaringe de criancas, este resultado pode sugerir uma substituicdo dos
sorotipos circulantes, resultado concordante com estudo realizado na Coreia (AHN et al,
2012) e Colémbia (PARRA et al, 2013) que também relataram estes sorotipos
colonizando a nasofaringe de criancas com PAC. Estes sorotipos estdo sendo
considerados atualmente como reemergentes ap0ds a introducdo da vacina pneumocécica
conjugada em programas de imunizacdo, pois nenhum desses sorotipos esta
contemplado nas vacinas pneumocadcicas disponiveis no mercado atualmente (HUANG
et al, 2009; PARRA et al, 2013).
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Mundialmente os sorotipos comumente associados a resisténcia antimicrobiana
sdo: 6B, 9V, 19F, 14, 23F, 6A e 19A. Destes sorotipos cinco (6B, 9V, 19F 14 e 23F)
estdo incluidos na VPC-7 e PVC-10 e todos estdo contemplados na VPC-13
(YOSHIOKA et al, 2011). No presente estudo quase todos 0s sorotipos que estavam
associados a resisténcia estdo contidos na VPC-10, com excecdo do sorotipo 19A que
estd contemplado apenas na PVC-13. O sorotipo 19A, que foi prevalente no ano de
2012 no presente estudo, € comunmente relatado na literatura por estar envolvido na
doenca pneumocdcica invasiva e ndo invasiva, além disso, também esta envolvido com
a resisténcia a antimicrobianos (FRANCO et al, 2010; CHAPPUY et al, 2013).

A disseminacdo de cepas de S. pneumoniae resistentes aos antimicrobianos tem
causado crescente preocupacao em todo mundo. Variacdes fenotipicas e genotipicas tém
sido observadas, sendo fundamental a vigilancia epidemiologica da resisténcia
pneumocacica, a fim de avaliar a disseminagédo 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 foi de 25,4% (21,5%
resisténcia intermediaria e 3,9% resisténcia plena). Esta taxa de resisténcia 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 em 48% das amostras de pneumococos isoladas de
criangas com pneumonia, sendo que 4% destas isoladas possuiam resisténcia plena. A
queda da resisténcia a penicilina pode ser justificada pela diminuicdo do uso deste
antibiotico no tratamento da doenga pneumococica, devido relatos na literatura de

resisténcia elevada, sendo entdo substituida pelo uso dos macrolideos.

Quando comparamos os resultados encontrados no presente estudo, observamos
uma pequena semelhanca na taxa de resisténcia a penicilina com os resultados
encontrados em estudo realizado com 6.470 isolados invasivos de S. pneumoniae de
varias regides do Brasil, que demonstrou durante o periodo estudado que a resisténcia a
penicilina aumentou de 10,2% para 27,9% (BRANDILEONE et al, 2006).

O aumento gradativo da resisténcia a penicilina € explicado devido a
modificacdo nas proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), que reduz a afinidade de
ligagdo do antibiotico B-lactamico, a medida que a modificagdo na PBP ocorre a

concentracdo inibitoria minima (CIM) aumenta gradualmente passa de sensivel a
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intermediéria até chegar a resisténcia plena (MANDELLI, 2005). No presente estudo as
cepas que apresentaram resisténcia a penicilina possuiam uma ou mais alteragdes nas
PBP’s pesquisadas, este resultado ¢ concordante com o estudo de Chiba e colaboradores
(2005) realizado no Japdo com criangcas com PAC que identificou uma ou mais
alteracdes nas PBP’s estudadas, 52,3% dos isolados tinham mutagdes nas trés PBP’s

pesquisadas.

A ceftriaxona e a amoxicilina apresentaram uma alta taxa de sensibilidade
(99,2%), este resultado é concordante com estudos realizados em Bangladesh
(SHAHRIAR et al 2010), China (LIU et al, 2013) e S& Paulo (YOSHIOKA et al,
2011) que relataram uma taxa de sensibilidade semelhante a encontrada no presente
estudo.

Observou-se também que a sensibilidade dos isolados aos [-lactadmicos
permanece favoravel, porém estudos de vigilancia epidemiologica se fazem necessarios
para a avaliacdo do tratamento empirico da PAC e a vigilancia da resisténcia aos

antimicrobianos a fim de avaliar a eficacia do tratamento.

A resisténcia fenotipica do S. pneumoniae aos macrolideos foi determinada pelo
método de E-test e a taxa de resisténcia plena encontrada para eritromicina (21,4%) e
clindamicina (19,1%), corroborando com os resultados encontrados por Rey e
colaboradores (2002), em estudo realizado em Fortaleza com criangas menores de 5
anos com pneumonia, que relatou que a prevaléncia de isolados resistentes a
eritromicina e clindamicina foi de 23,8% e 19,1% respectivamente, 0 que demonstra
que a resisténcia se manteve praticamente a mesma. A resisténcia a macrolideos
encontrada neste estudo foi alta quando comparada com os resultados encontrados no
estudo de Zettler e colaboradores (2005), realizado em Porto Alegre, em que a taxa de

resisténcia aos macrolideos foi de 5,2%.

O estudo realizado por Chiba e colaboradores (2005) com criancas com PAC, no
Japdo, identificou o gene ermB em 48,5% dos isolados resistentes aos macrolideos. Ja
no estudo realizado por Grivea e colaboradores (2012) na Grécia, observou que a taxa
global de macrolideos resistentes foi de 24%, neste mesmo estudo as cepas foram
avaliadas genotipicamente e 52,9% dos isolados resistentes possuiam o gene ermB, este
resultado corrobora com nosso achado, ja que 79% das cepas pesquisadas apresentaram

este gene.
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VariagBes na prevaléncia do mecanismo de resisténcia aos macrolideos tém sido
verificadas entre pneumococos isolados em diferentes regides do mundo. Variagdes
geograficas, fenotipicas e genotipicas tém sido observadas, sendo fundamental a
monitorizacdo dos seus padrdes locais, a fim de se orientar de maneira mais especifica a
terapéutica antimicrobiana adequada para cada regido (ZETTLER et al 2005; GRIVEA
et al, 2012).

O alto indice de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim encontrado neste
trabalho (81,8%) foi semelhante ao descrito por Velasquez e colaboradores (2009) em
estudo realizado com criancas usuarias de creches publicas do Parand, que encontraram
uma taxa de resisténcia de 72,8%. Liu e colaboradores (2013) relataram uma taxa de
resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim de 100% em criangas menores de cinco anos
com doenga pneumococica invasiva. Este alto indice de resisténcia pode ser justificado
pelo alto consumo do sulfametoxazol-trimetoprim por ser um farmaco de baixo custo e

de facil acesso a este antimicrobiano no comércio farmacéutico.

Foi observado neste estudo que os sorotipos 6A/6B, 14, 19F, 19A e 23F estdo
diretamente relacionados com a resisténcia a penicilina, clindamicina e eritromicina,
este resultado é discordante do estudo realizado por Shariff e colaboradores (2013), que
relataram ndo haver relacdo entre 0s sorotipos e a resisténcia a antimicrobianos. Porém,
0 estudo de Hampton e colaboradores (2011) demonstrou haver uma relacdo do sorotipo
19A com os isolados de doenca pneumocdcica invasiva e a resisténcia a penicilina. Liu
e colaboradores (2013) demonstraram que existe uma relacdo direta entre 0s sorotipos
19A, 19F, 14, 23F, 1, 4 e 6B e a resisténcia a antimicrobianos, sendo que o sorotipo de

19A parecia apresentar uma maior de resisténcia que 0s outros sorotipos.

A vacinacdo é uma medida profilatica importante, uma vez que ja foi relatado no
Brasil, em estudo realizado por Afonso e colaboradores (2013), utilizando os dados do
Sistema Nacional de Informac6es Hospitalares, que apos a introducdo da VPC-10 no
programa nacional de imunizacdo, observou-se um declinio significativo nas
internac6es por pneumonia em Belo Horizonte, Curitiba e Recife. A cobertura potencial
da VPC-10 encontrada neste estudo em relacdo aos sorotipos identificados foi de
61,76%, comparando-se aos outros trabalhos realizados no Brasil, que estimaram a
potencial cobertura da vacina, é proxima ou maior que 50% (BEREZIN et al, 2007;
PIMENTA et al, 2011; AFONSO et al, 2013).
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O presente trabalho gerou dados sobre a prevaléncia dos isolados de S.
pneumoniae de crian¢as com PAC em Fortaleza. Também revelou dados fenotipicos e
genotipicos acerca da resisténcia dos isolados frente aos farmacos de escolha para o
tratamento das doencas pneumococicas. Dados sobre a resisténcia a penicilina, e a
outras drogas escolhidas para substitui-la, em caso de resisténcia elevada dela, na
regido, € importante para guiar o tratamento das doencas pneumocaocicas, uma vez que
na maioria das vezes ele é empirico. Este trabalho também gerou dados sobre os
sorotipos presentes entre os isolados de S. pneumoniae de criangas com PAC, o que
contribui para avaliar a cobertura da VPC-10.

57



9. CONCLUSAO

Este trabalho gerou dados sobre a prevaléncia dos isolados de S. pneumoniae de
criangas com PAC e o comportamento do pneumococo frente a alguns antimicrobianos
comumente utilizados no tratamento da doenca pneumocdécica. Foi possivel observar
que o indice de resisténcia aos B-lactdmicos em Fortaleza diminuiu no periodo estudado,
este fato pode estd relacionado a conscientizacdo da classe médica com relagdo a
prescricdo de antibidticos e principalmente ao controle mais rigoroso por parte da
secretaria de salde quanto a solicitacdo de antibidticos somente com prescri¢cdo médica.

A utilizacdo da penicilina no tratamento da infeccdo pneumocdcica deve ser
analisada com cautela, pois apesar do baixo indice de resisténcia encontrada neste
estudo, todas as cepas que apresentaram resisténcia a penicilina apresentaram uma ou
mais alteracfes genotipicas nas proteinas de ligacdo a penicilina. A alteracdo na
proteina de ligagdo da penicilina pode conferir resisténcia a outros antimicrobianos da
classe dos B-lactamicos, consequentemente aumentar a concentracdo inibitoria minima

necessaria para alcancar atividade contra 0 pneumococo.

Os macrolideos ainda podem ser considerados uma boa alternativa para o
tratamento empirico da doenga pneumococica em caso de resisténcia aos -lactamicos,
porém € importante a realizacdo do antibiograma para que se possa avaliar de forma
adequada as caracteristicas da cepa estudada e diminuir o risco de falha terapéutica e o

aumento dos indices de resisténcia.

O estudo da resisténcia genotipica aos antimicrobianos utilizados largamente no
tratamento empirico da doenca pneumococica é de extrema relevancia, uma vez que a
presenca de pneumococos resistentes na nasofaringe de criangas contribui diretamente
para disseminacdo horizontal de cepas resistentes na comunidade, dificultando assim o

tratamento eficaz da doenca pneumocdcica nao invasiva e invasiva.

A utilizacdo do sulfametoxazol-trimetoprim, de acordo com os dados obtidos
neste trabalho, ndo foi eficiente, devido ao elevado indice de cepas que apresentaram
resisténcia plena, diferente do que foi verificado para a amoxicilina e ceftriaxona que
apresentaram boa atividade com o pneumococo, permanecendo assim uma opg¢ao para o

tratamento da doenca pneumocaocica. Cabe salientar que os resultados encontrados neste
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trabalho ndo séo fixos e podem variar com o passar do tempo, por isso se faz necessario

o controle periddico dos indices de resisténcia.

O conhecimento sobre a distribuicdo dos sorotipos é importante para avaliar o
impacto da vacina pneumocdcica como também monitorar a circulagdo de sorotipos na
comunidade, uma vez que alguns sorotipos estdo comumente associados com o
surgimento da doenca pneumocOcica invasiva e a resisténcia aos antimicrobianos
utilizados largamente na rotina clinica, a distribuicdo desses sorotipos pode variar de
acordo com a regido geogréfica estudada.
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ANEXO |
1. TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: PNEUMONIAS ADQUIRIDAS NA COMUNIDADE DE ETIOLOGIA
VIRAL EM CRIANCAS ATENDIDAS POR DOENCA RESPIRATORIA AGUDA
NO HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN: PREVALENCIA, APRESENTACOES
CLINICAS E COMPLICACOES.

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo
contém todas as informagfes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos)
fazendo. Leia atentamente. Caso tenha duvidas, teremos o prazer de esclarecé-las. Se
concordar, o documento serd assinado e s6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua
colaboracdo serd muito importante para nés. Mas, se quiser desistir a qualquer

momento, isto ndo causard nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu filho(a).

B e e e et RG
.................................. , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que
meu(minha) filNO(Q) ....cooviiiiiie e nascido (a)
em / / , seja voluntario do estudo “PNEUMONIAS ADQUIRIDAS NA

COMUNIDADE DE ETIOLOGIA VIRAL EM CRIANCAS ATENDIDAS POR
DOENCA RESPIRATORIA AGUDA NO HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN:
PREVALENCIA, APRESENTACOES CLINICAS E COMPLICACOES.” Declaro que
obtive todas as informacfes necessarias e que todas as minhas diavidas foram
esclarecidas.

Estou ciente que:

I) Este estudo tem como objetivo conhecer a diversidade do virus respiratorio
sincicial que esteja associado a infec¢bes respiratdrias agudas em criangas
atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin.

I1) Para isso, sera coletada por aspiracdo a secrecdo da narina do meu (minha) filho

(a) por um dos membros da equipe do estudo, isto é, biomédico, enfermeiro e
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médico ou estudantes dos cursos de Enfermagem, Biomedicina ou Medicina
treinados nesse procedimento. Esse procedimento geralmente é indolor, mas
geralmente incOmodo, o que leva a crianga ao choro na sua execucdo. Raramente
durante o processo da coleta podera ocorrer um trauma na mucosa nasal o que
pode resultar em pequeno sangramento.

[11) Informagdes fornecidas por mim serdo Uteis no preenchimento de uma ficha com
dados de identificacdo, sintomas e sinais exibidos na doenca atual além de breve
historico médico do meu filho (a);

IV)A participacdo do meu filho (a) nesse estudo em nada influenciard o seu
tratamento;

V) A participagdo do meu filho (a) neste estudo ndo acarretard custo algum para
mim;

VI)Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacdo. A
desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao (a) meu (minha) filho
(a), nem interferirda no atendimento ou tratamento medico a que ele (ela) estiver
sendo submetido. Caso deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao
final deste estudo;

VII) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo em que sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que nem o
meu nome, nem o de meu filho (a) sejam mencionados;

VII) Caso deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste
estudo.

OBS: Assinalar com (X):

[ ] Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
[ ] Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
Fortaleza, ........ A e de 20.....

[ ]Paciente /[ ] Responsavel

Médico Responsavel:

Pesquisadora Responsavel pelo Projeto:

Dra. Fernanda Edna Araldjo Moura
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Anexo 11

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

Hospitalpylnfanti, COMITE DE ETICA EM PESQUISA
As!ct:fmr}e saa&?c?a!én Rua Tertuliano Sales 544 — Vila Uni&o — Fortaleza — Ceara

FoneFax: (85) 3101.4212 — 3101.4283
R B R B R e i)

. Fortaleza, 30 de Agosto de 2010
Registro no CEP: 064/2010
Data da Aprovacéao: 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

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara (UFC)

Levamos ao conhecimento de V. S?, que o Comité de Etica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria da Saude do Estado do Ceard, dentro
das normas que reguiamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Saude - Ministério da Salde, Resolugéo 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.

Ribeiro Moreno
Coord?. do Comité de Etica em Pesquisa

78



Anexos 11

Tamanho
Sequéncia de Primers (5°-3°) do produto Referéncia
(bp)
f-GCAGTA CAG CAG TTT GTT GGA CTG Pai etal . 2006, J.
CpsA ACC 160 Clin. Microbiol.
r- GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC 44 124-131
f-CTC TAT AGAATG GAG TAT ATA AAC TAT )
Pai et al . 2006, J.
1 GGT TA 280 Clin. Microbiol
r-CCA AAG AAA ATA CTA ACA TTATCA 128430
CAA TAT TGG C :
f-TAT CCC AGT TCA ATATTT CTC CAC TAC Da Gloria
Carvalho et al.
2 ACC 290 2010. J. Clin
r- ACA CAA AAT ATA GGC AGA GAG AGA )10, <. AN
CTACT Microbiol. 48:
1611-1618
f-ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA
3 GTAG 371
r- CTT CTC CAA TTG CTT ACC AAG TGC AAT
AAC G
f-CTG TTACTT GTT CTG GAC TCT CGA TAA
4 TTGG 430
r- GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC .
ATTG Pai 'et al : 2006}, J.
f- ATA CCT ACA CAA CTT CTG ATT ATG CCT Clin. ‘Microbiol.
44: 124-131
5 TTGTG 26
r- GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATATTT
GAA AAA GTA TG
f-AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC
TGG
6ABICID | | TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT 250
GAC TA
6o | - CAT TTT AGT GAA GTT GGC GGT GGA GTT o7 C;‘J(‘)’g'go gt"":‘]'. :
r- AGC TTC GAA GCC CAT ACT CTT CAA TTA Microbiol. 47 557-559
f-CTATCT CAG TCATCT ATT GTT AAAGTT .
Pai et al. 2006, J.
7C TAC GAC GGG A 260 Clin. Microbiol
r- GAA CAT AGA TGT TGA GAC ATC TTT TGT 120931
AAT TTC :
f-TCC AAA CTA TTA CAG TGG GAA TTA
TF CGG 599 Da Gloria
r- ATA GGA ATT GAG ATT GCC AAA GCG AC Carvalho et al.
f-GAA GAA ACG AAA CTG TCA GAG CAT 2010. J. Clin.
8 TTA CAT 201 Microbiol. 48:
r- CTA TAG ATA CTA GTA GAG CTG TTC 1611-1618
TAG TCT
- GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC Dias etal . 2007,
J. Med.
™ ACC AAG ATC TGAAGC(::GG GCT AAT CAAT - Microbiol. 56:
r 1185-1189
f- GGG TTC AAA G TC AGA CAG TG A ATC Da Gloria
TTAA Carvalho et_al.
Vv r- CCA TGA ATG A AA TCA ACA TT G TCA 816 2010. J. Clin.
GTAGC Microbiol. 48:
1611-1618
f-GGT GTA GAT TTA CCA TTA GTG TCG GCA Pai et al . 2006, J.
102 GAC 628 Clin. Microbiol.
r- GAA TTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATT 44: 124-131
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TCTC

f- GGA GTT TAT CGG TAG TGC TCA TTT TAG Da Gloria
CA Carvalho et_al.
10F r- CTA ACA AAT TCG CAA CAC GAG GCA 248 2010. J. Clin.
ACA Microbiol. 48:
1611-1618
f-GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAA TAT
118 AGT G 463
r- GAT TAT GAG TGT AAT TTA TTC CAA CTT Pai et al . 2006, J.
CTCCC Clin. Microbiol.
f-GCA ACA AAC GGC GTG AAA GTAGTT G 44: 124-131
12F r- CAA GAT GAA TAT CAC TAC CAA TAA 376
CAA AAC
f- TAC TAA GGT AAT CTC TGG AAA TCG Da Gloria
Carvalho etal.
13 AAA GG 655 2010. J. Clin
r- CTC ATG CAT TTT ATT AAC CG C TTT TTG 0. < Glin.
TTC Microbiol. 48:
1611-1618
f-GAA ATG TTA CTT GGC GCA GGT GTC Dias etal . 2007,
" AGA ATT 189 J. Med.
r- GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA Microbiol. 56:
AT 1185-1189
f-ATT AGT ACA GCT GCT GGA ATATCT CTT
152 c 434
r- GAT CTA GTG AAC GTA CTA TTC CAA AC Pai et al . 2006, J.
f-TTG GAA TTT TTT AAT TAG TGG CTT ACC Clin. Microbiol.
TA 44: 124-131
15B/C | | CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AAT CTG 49
AAC C
Da Gloria
f-GAATTT TTC AGG CGT GGG TGT TAA Carvalho et al.
16F AAG 717 2010. J. Clin.
r- CAG CAT ATA GCA CCG CTA AGC AAA TA Microbiol. 48:
1611-1618
f-TTC GTG ATG ATAATT CCA ATG ATC AAA
17F CAA GAG 603
r- GAT GTA ACA AAT TTG TAG CGA CTA .
Pai et al . 2006, J.
AGG TCT GC Clin. Microbiol
f-CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT 17T : '
44: 124-131
18 AAG CC 573
r- TTATCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA
AAC
f-GAG AGA TTC ATA ATC TTG CAC TTA GCC Pimenta et al .
LoA A 566 2009. J. Clin.
r- CAT AAT AGC TAC AAATGA CTC ATC Microbiol. 17:
Gce 2353-2354
f-GTT AAG ATT GCT GAT CGA TTA ATT GAT pai et al . 2006, 3
19F ATCC 304 Clin. Microbiol
r- GTA ATATGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC PRt
GAT AG '
f-GAG CAA GAG TTT TTC ACC TGA CAG pai etal . 2006, 1
20 CGAGAAG 514 Clin. Microbiol
r- CTA AAT TCC TGT AAT TTA GCT AAA ACT - 1oaaaL
CTT ATC '
f- CTATGG TTATTT CAA CTC AAT CGT CAC Da Gloria
c Carvalho et_al.
21 r- GGC AAA CTC AGA CAT AGT ATA GCA 192 2010. J. Clin.
TAG Microbiol. 48:
1611-1618
22F | f-GAG TAT AGC CAG ATT ATG GCA GTT TTA 643 Pai et al . 2006, J.
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TTGTC Clin. Microbiol.
r- CTC CAG CAC TTG CGC TGG AAA CAA 44: 124-131
CAG ACA AC
f-TAT TCT AGC AAG TGA CGA AGA TGC G
238 r- CCA ACA TGC TTA AAA ACG CTG CTT 722 Da Gloria
TAC Carvalho etal.
f-CCACAATTA G CG CTATAT TCATTC 2010. J. Clin.
23B AAT CG 199 Microbiol. 48:
r- GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT 1611-1618
CCG
f-GTAACAGTT GCT GTA GAG GGA ATT oai et al . 2006, 3
23F GGCTTT TC 384 Clin. Microbiol.
r- CAC AAC ACC TAA CAC TCG ATG GCT it 190 931
ATATGA TTC '
f- GCT CCC TGC TAT TGT AAT CTT TAA AGA Caﬁglﬁﬂ?m
G al
24 r- GTG TCT TTT ATT GAC TTT ATC ATA GGT 9 f/loii?ébjidcugz
CGG 1611-1618
f-GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT
a1 GGT GGT GC o1
r- CCG AAT AAT ATA TTC AAT ATA TTC CTA
cTC
f-GAA GGC AAT CAA TGT GAT TGT GTC Dai et al . 2006, ]
33F GCG 338 Clin. Microbiol.
r- CTT CAA AAT GAA GAT TAT AGT ACC CTT i 190131
CTAC '
f-GCT TTT GTA AGA GGA GAT TAT TTT CAC
34 CCAAC 408
r- CAA TCC GAC TAA GTC TTC AGT AAA
AAA CTT TAC
Da Gloria
f- ATT ACG ACT CCT TAT GTG ACG CGC ATA Carvalho etal.
358 r- CCA ATC CCA AGA TAT ATG CAA CTA 280 2010. J. Clin.
GGTT Microbiol. 48:
1611-1618
f-GAT AAG TCT GTT GTG GAG ACT TAA
AAA GAA TG
3B | | CTT TCC AGA TAA TTA CAG GTA TTC CTG 677
AAG CAA G
f-GAA CAT AGT CGC TAT TGT ATT TTATTT Dai et &l . 2006, ]
35F AAAGCA A 517 Clin. Microbiol.
r- GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC it 190 931
GAG TAA ACC '
f-CGT TCT TTT ATC TCA CTG TAT AGT ATC
28 TTT ATG 574
r- ATG TTT GAA TTA AAG CTA ACG TAA
CAATCC
f- TCATTG TAT TAA CCC TAT GCT TTATTG o Daoloria
39 GTG 08 2010. J. Clin.
r- GAG TAT CTC CAT TGT ATT GAA ATC TAC orobiol 48.
CAA 1611-1618
f-CGTACCTTGGATATT CACCG
ermB 224 Nagai et al. 2001. J. of
r- GTAAACAGTTGACGATATTCT CG Antimicrobial
Chemotherapy, 48(6), 915-
pbp 1a f- AAACAAGGTCGGACTCAACC 195 918.
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r- ATATACATTGGTTTATAGTAAGTT

pbp 2b

f - CCTATATGGTCCAAACAGCCT

r- GGTCAATTC CTGTCGCAGTA

147

pbp 2x

f- CCAGGTTCCACTATGAAAGTG

r- ATC CCAACGTTACTTGAGTGT

197
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