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RESUMO

A pneumonia é responsavel por aproximadamente 1,6 milhdes de Gbitos anuais em criangas
com idade inferior a cinco anos no mundo. Um grupo de virus e bactérias esta associado a
etiologia dessa infeccdo sendo comumente relatadas associacfes entre eles. Como estratégia
de reducdo da mortalidade infantil por essa afecc¢do foi incorporada, em 2010 no Brasil, a
vacina pnemococica conjugada 10 valente no calendario vacinal infantil. Este estudo teve
como objetivo determinar a taxa de deteccdo de diversos virus respiratorios e Streptococcus
pneumoniae, inclusive seus sorotipos, em criancas com pneumonia ap6s a introducdo da
vacina pneumocdcica 10 valente conjugada no calendario vacinal infantil. Para isso foram
analisadas amostras de aspirados de nasofaringe na deteccdo rapida de antigenos através de
imunofluorescéncia indireta para o Virus Sincicial Respiratorio, Adenovirus, Influenza A e B
e Parainfluenza 1, 2 e 3. Apds o isolamento de S. pneumoniae foi utilizado PCR multiplex
para sua sorotipagem. Foram analisadas 781 amostras. A detec¢do dos virus respiratorios e S.
pneumoniae variou durante os anos de 2011, 2012 e 2013, tendo no final 441 (56,47%)
amostras negativas para ambos 0s microorganismos, 199 (25,48%) positivas para pelo menos
um virus, sendo o VSR o mais detectado, 184 (23,56%) positivas para S. pneumoniae e

(5,51%) tiverem deteccao mista (sendo a deteccdo concomitante do pneumococo com 0 VSR,
60,47%, a mais frequente). Houve uma reducgéo no percentual de detec¢cdo do pneumococo ao
longo dos anos estudados, com predominancia dos sorotipos vacinais (69/54,33%). No
entanto, apesar da queda no nimero de S.pneumoniae detectados, estejam eles presentes ou
ndo na vacina, parece haver um numero crescente de cepas circulantes do pneumococo ndo
incluida na vacina, fato este mais evidente no ano de 2013. Sendo o perfil dos sorotipos de S.
pneumoniae diferente de uma regido para outra e a imunidade sorotipo-especifica é necessaria
uma vigilancia continua para o conhecimento dos sorotipos circulantes para assegurar que

futuras vacinas sejam voltadas para os sorotipos adequados.

Palavras-chave: virus respiratorios, Streptococcus pneumoniae, vacina.



ABSTRACT

Pneumonia is responsible for approximately 1.6 million annual deaths in children of age five
and below worldwide. A group of virus and bacteria is associated with the etiology of this
infection being commonly reported the association between them. As strategy of reducing
child mortality from this condition, in 2010 it was incorporated the 10-valent pneumococcal
vaccine to the child immunization calendar. The objective of this study is to determine the
rate of detection of several respiratory viruses and Streptococcus pneumoniae, including its
serotypes, in children with pneumonia after the introduction of the 10-valent pneumococcal
vaccine in the child immunization calendar. For this, samples of nasopharyngeal aspirates
were analyzed in rapid antigen detection by indirect immunofluorescence for Respiratory
Syncytial Virus, adenovirus, Influenza A and B and Parainfluenza 1, 2 and 3. After the
isolation of S. pneumoniae, it was used the multiplex PCR for its serotyping. 781 samples
were analyzed. The detection of the respiratory viruses and S. pneumoniae ranged during the
years 2011, 2012 and 2013, in which, at the end, 441 (56,47%) of the samples were negative
for both microorganisms, 199 (25,48%) were positive for at least one virus, being the RSV the
most detected, 184 (23,56%) were positive for S. pneumoniae and 43 (5,51%) were positive
for coinfection (the simultaneous detection of the pneumococcus and the RSV, 60,47%, was
the most frequent). There was a percentage reduction of the detection of pneumococcus over
the years studied, with the predominance of vaccinal serotypes (69/54,33%). Howewv

despite the decrease of detection of S. pneumoniae, whether they are present or not in the
vaccine, there seems to be a growing number of circulating strains of pneumococcus not
included in the vaccine, this fact is more evident in the year 2013. As the profile of prevalent
serotypes of S. pneumoniae differs from one region to another and the immunity is serotype-
specific, it is necessary a continuous surveillance for the knowledgement of the circulation of
serotypes that are not included in the vaccine and to ensure that the future vaccines target the

appropriate serotypes.

Keywords: respiratory viruses, Streptococcus pneumoniae, vaccine.
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1 INTRODUCAO

A pneumonia figura como a principal causa de morte prevenivel por vacinacdo em
criangas, acometendo principalmente aquelas com idade inferior a cinco anos. E responsavel
por cerca de 20% dos 8,8 milhdes de dbitos anuais em todo o mundo. No Brasil, também é
uma importante causa de hospitalizacdo no Sistema Unico de Sadde (SUS): s6 em 2009 o
numero de hospitalizagdes por pneumonias cresceu cerca de 20% (BRASIL, 2007;
ANDRADE, et al. 2011).

Varios agentes etiologicos sdo identificados como causa de pneumonias. Comumente 0s
virus Influenza A e B; Parainfluenza 1, 2 e 3; Virus Sincicial Respiratério (VSR) e
Adenovirus sdo conhecidos como causadores de infecgcOes respiratdrias agudas baixas. Dentre
0s agentes bacterianos principais encontram-se S. pneumoniae que contribui com
aproximadamente 60-75% das pneumonias bacterianas na infancia (NOLTE, 2008;
ANDRADE, et al. 2011; VERANI, et al. 2013).

O trato respiratdrio superior humano € reservatério de uma comunidade diversificada de
potenciais patdégenos comensais incluindo o S. pneumoniae que ocasionalmente se tornam
causadores de doencas infecciosas. Sua colonizagdo podera ser facilitada pela infeccdo
causada por algum virus respiratério que lesa a mucosa e prejudica seus mecanismos locais de
defesa, favorecendo o surgimento de infeccBes secundarias, especialmente em criangas com
um sistema imunoldgico imaturo. As associacdes entre bactérias e virus nas infec¢des do trato
respiratério podem estar presentes em até dois tercos dos casos. No Brasil foi incorporada, no
ano de 2010, ao calendario de vacinacdo infantil a vacina pneumocécica conjugada contendo
10 sorotipos especificos de polissacarideos (VPC-10) (BLASER & FALKOW, 2009;
ANDRADE, et al. 2011).

Neste cenario é importante determinar 0s virus respiratorios, bem como 0s sorotipos de
pneumococo circulantes na comunidade, mantendo uma vigilancia que possa contribuir para a

escolha de estratégias no combate dessa infeccao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais

Pode-se observar, através de estudos sistematicos, que a estimativa mundial de
pneumonias entre criangas menores de cinco anos difere entre os paises, principalmente entre
aqueles desenvolvidos e em desenvolvimento. Em 2000 estimou-se cerca de 0,29 episddios
por crianca/ano em paises em desenvolvimento, com incidéncia anual de 150,7 milhdes de
casos novos, dos quais 13,1 milhGes (8,7%) eram graves o suficiente para exigir
hospitalizagdo. Em paises desenvolvidos a incidéncia era de 0,05 episddios/ano (RUDAN, et
al. 2008). Ja em 2010, novos estudos foram realizados mostrando uma diminuicdo destes
numeros: Nos paises em desenvolvimento a incidéncia foi de 0,29 para 0,22 episddios/ano,
uma reducdo notavel de cerca de 25% ao longo do periodo de uma década, e nos paises
desenvolvidos foi de 0,05 para 0,015 episddios/ano (RUDAN, et al. 2013).

A incidéncia de pneumonia é mais alta no Sudeste da Asia (0,36 episddios por
crianca/ano), seguido pela Africa (0,33 episodios por crianca/ano) e Mediterraneo Oriental
(0,28 episodios por crianca/ano), e mais baixa no Pacifico Ocidental (0,22 episddios por
crianga/ano), Ameéricas (0,10 episédios por crianca/ano) e Regides da Europa (0,06 episédios
por crianga/ano) (RUDAN, et al. 2008; WALKER, et al. 2013).

Em 2010 foram observados, no mundo, cerca de 120 milhdes de episodios de
pneumonia em criangas menores de cinco anos (14 milhdes evoluiram com gravidade), e no
ano seguinte 1,3 milhdo de pneumonias levaram & morte. Do total, 81% dos casos
aconteceram nos primeiros dois anos de vida, sugerindo ser crucial uma maior énfase na
prevencao e no tratamento das criancas, principalmente nesta faixa etaria (WALKER, et al.
2013).

Ha alguns paises que se destacam por concentrarem juntos aproximadamente 74% dos
episodios de pneumonias do mundo, séo eles: India, China, Paquistdo, Bangladesh, Nigéria,
Indonésia, Etiopia, Republica Democratica do Congo, Vietna, Filipinas, Suddo, Afeganistéo,
Republica Unida da Tanzénia, Mianmar e Brasil. Dentre estes, mais da metade dos novos
casos de pneumonia do mundo estdo concentrados em apenas seis, onde 44% das criangas do

mundo com idade inferior a cinco anos vivem: India (43 milhdes), China (21 milhdes),
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Paquistdo (10 milhGes) e Bangladesh, Indonésia e Nigéria (6 milhdes cada) (RUDAN, et al.
2008).

Ja em relacdo as hospitalizacdes, dados do Ministério da Satde apontam a relevancia da
pneumonia destacando-a como a segunda maior causa de hospitalizagdes. Nesses casos
também foram observadas uma reducdo nos nimeros entre 1998 e 2005. Oitenta por cento das
criancas internadas tinham menos de cinco anos. Como dito anteriormente, essa é a faixa
etaria de maior vulnerabilidade para essa afeccdo (BRASIL, 2007; ANDRADE, et al. 2011).

Nas Ultimas décadas, o Brasil passou por mudancas nos principais determinantes sociais
da saude e na organizacdo dos servicos de salde. As taxas de mortalidade infantil foram
reduzidas substancialmente, diminuindo 5,5% ao ano nas décadas de 1980 e 1990, e 4,4% ao
ano desde 2000, chegando a 20 mortes por 1.000 nascidos vivos em 2008 (VICTORA, et al.
2011).

As razdes por trds do progresso do Brasil incluem a adogdo de programas verticais de
saude (promocdo do aleitamento materno, hidratacdo oral e imunizac6es) (VICTORA, et al.
2011). No que diz respeito a pneumonia, uma importante acdo foi a utilizacdo da vacina
contra o Streptococcus pneumoniae, que contribui com aproximadamente 60-75% das
pneumonias bacterianas na infancia. No ano de 2009, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria aprovou o uso da vacina pneumocdcica conjugada contendo 10 sorotipos especificos
de polissacarideos (VPC-10). No primeiro semestre de 2010, a VPC-10 foi incorporada ao
calendério de vacinagdo do Programa Nacional de Imunizagéo (PNI). A introdugdo da vacina
ocorreu de forma gradativa nas diferentes Unidades da Federacdo do pais, com as trés doses
administradas aos 2, 4 e 6 meses no primeiro ano de vida e uma dose de refor¢o entre 12 e 15
meses de idade (ANDRADE, et al. 2011). No primeiro ano, aproximadamente seis milhdes de
criancas em todo pais foram contempladas com imunizacdo ativa contra doenca invasiva e
otite média aguda causadas pelos sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F de S.
pneumoniae (MINISTERIO DA SAUDE, 2010B).

S&o notaveis os avancos do Brasil na reducdo da mortalidade infantil. A taxa passou de
53,7 em 1990 para 17,7 dbitos por mil nascidos vivos em 2011, atingindo, com antecedéncia,
a meta dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM), que era de reduzir até 2015 a
mortalidade na inféncia a dois tergos do nivel de 1990 (IPEA, 2014). No entanto, podem-se
observar desigualdades entre regides. Estudos realizados pelo Ipea - Instituto de Pesquisa

Econdmica Aplicada - e dados do IBGE demonstraram que as desigualdades regionais no
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territorio brasileiro poderiam ser superadas focando os investimentos na resolucéo de alguns
problemas. A partir destes estudos firmou-se o Protocolo de Cooperacao Federativa que tem
por objeto estabelecer metas para acelerar a reducdo das desigualdades nas regides Nordeste e
Amazobnia Legal, mediante ac¢fes cooperadas e solidarias entre a Unido e os Estados
federados, com a participa¢do dos municipios, pactuando para isso algumas metas como a de
reduzir em 5% ao ano a taxa de mortalidade infantil (MINISTERIO DA SAUDE, 2010A).

Com intervencgdes publicas focadas em grupos mais vulneraveis e no desenvolvimento
socioecondmico da regido induzido por politicas publicas inclusivas, as diferencas entre as
taxas de mortalidade infantil das regides Nordeste e Sul foram diminuindo gradativamente.
Em 1990, a mortalidade na regido Nordeste era 2,5 vezes maior que a do Sul, diferenca que
foi reduzida para 1,6 vezes em 2011. O indice, que era superior a 70 6bitos de menores de 1
ano por mil nascidos vivos em 1990, reduziu-se em media 6,6% ao ano, chegando a menos de
20 oObitos por mil nascidos vivos em 2011, valor encontrado também na regido Norte (FRIAS,
etal. 2013; IPEA, 2014).

2.2 Agentes etioldgicos das pneumonias

Os virus predominam nos primeiros anos de vida e as etiologias das pneumonias virais
dependem de alguns fatores como, por exemplo, a época do ano, ja que algumas dessas
viroses sao sazonais, com predominio no inverno, ou mesmo epidémicas. Também dependem
do uso de métodos diagndsticos sensiveis e confiaveis para a detec¢do viral, como 0s métodos
moleculares de deteccdo gendmica. Tradicionalmente sdo conhecidos como causadores de
infeccdes respiratorias agudas baixas o Virus Sincicial Respiratorio (VSR), os virus Influenza
A e B; Parainfluenza 1, 2 e 3 e Adenovirus (CASHAT-CRUZ, et al. 2005; NOLTE 2008;
RUUSKANEN, et al. 2013; VERANI, et al. 2013).

Atualmente ha diversos métodos de diagndstico disponiveis para infecgbes virais
(cultura de células, métodos soroldgicos, imunoenzimaticos e imunofluorescéncia), em
espécimes clinicos como sangue e swabs ou aspirados de secrecdes de nasofaringe. No
entanto, nos ultimos anos tem-se popularizado teécnicas mais sensiveis para deteccdo
gendmica desses patdgenos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas diversas
variantes, que aumentam a sensibilidade na deteccdo destes e outros patdgenos, elevando a

significancia do diagndstico viral inclusive quanto & descoberta de novos virus de importancia
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clinica, por exemplo, os Metapneumovirus, Rinovirus, Bocavirus e coronavirus. Contudo, nos
paises em desenvolvimento, o diagndstico de pneumonia ainda é estabelecido com base nos
parametros clinicos e achados radiologicos (CASHAT-CRUZ, et al. 2005; RUUSKANEN, et
al. 2013).

Um grande numero de agentes etiologicos € identificado como causa de pneumonias. Os
agentes encontrados sdo diferentes para cada faixa etaria e o conhecimento dos agentes
esperados ira orientar o tratamento especifico. Dentre os agentes bacterianos principais
encontram-se S. pneumoniae e Haemophilus influenzae, com progressivo destaque para o
primeiro (BRASIL, 2007; BERKLEY, et al. 2010; LEVINE, et al. 2012).

2.2.1 Virus Sincicial Respiratério (VSR)

Os VSR pertencem a ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, sub familia
Pneumovirinae, género Pneumovirus (ICTV, 2014). Tratam-se de virus envelopados com
RNA de fita simples ndo segmentado que codifica 11 proteinas. Duas glicoproteinas de
superficie sdo os principais antigenos de neutralizacdo: a proteina de ligagdo glicosilada (G),
que tem uma diversidade de sequéncia de moderada a alta e subdivide-se em dois grupos
antigénicos (A e B); e a proteina de fusdo (F), que é altamente conservada entre as cepas de
ambos o0s grupos (SHAW, et al. 2013).

Sao chamados de virus sincicial respiratorio (VSR) devido a sua afinidade pelas células
do trato respiratério e sua capacidade de formar sincicios em cultura de células.
Mundialmente o VSR ¢ o principal agente viral causador de pneumonias e bronquiolites em
criangas, a maioria tém infecgdo por VSR durante seu primeiro ano de vida, e poderia ser a
causa viral predominante de pneumonia grave nesta populacdo (BERKLEY, et al. 2010;
NAIR, et al. 2010).

Aproximadamente 2,1 milhdes de criangas americanas com menos de 5 anos de idade
sdo tratadas para doencas causadas por VSR a cada ano. Mundialmente, entre criancas nesta
mesma faixa etaria 0 VSR provoca uma estimativa de 33,8 milhdes/ano de infec¢des do trato
respiratorio inferior, resultando em 66.000 a 199.000 mortes, 99% das quais ocorrem em
paises em desenvolvimento (HALL, et al. 2009; NAIR, et al. 2010). Criangas menores de dois

anos prematuras e que tém doenca pulmonar cronica ou doenca cardiaca congénita tém risco
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aumentado para pneumonia e bronquiolite associadas ao VSR. Felizmente, a maioria dos
casos de infeccdo pelo VSR apresentam sintomas relativamente leves como febre, coriza e
tosse, e respondem bem a terapia de suporte. No entanto, alguns grupos de criancas tém maior
risco de desenvolver formas graves da doenca, levando a hospitalizagdo com necessidade de
cuidados intensivos e ventilagdo mecénica, ou a morte (NAIR, et al. 2010; SHAW, et al.
2013).

Uma infeccdo por VSR ndo produz imunidade contra uma infeccdo subsequente, sendo
comum as reinfec¢des. Anualmente as epidemias por VSR ocorrem em periodos conhecidos,
em regides de clima temperado as epidemias ocorrem nos meses de inverno, enquanto que nas
areas tropicais estdo associados com a estacdo das chuvas e em areas semi-tropicais o virus
circula principalmente durante o outono. Ambos 0s grupos circulam simultaneamente nos
periodos epidémicos, sendo normalmente prevalente o grupo A (SHAW, et al. 2013).

O tratamento recomendado para infec¢Ges causadas pelo VSR consiste principalmente
de suporte respiratorio e hidratacdo (SHAW, et al. 2013). Nenhuma terapia anti-viral
especifica é recomendada. No entanto, ha disponivel o Palivizumab®, um anticorpo
monoclonal que atua ligando-se a glicoproteina G, usado para a profilaxia de criangas com
maior risco de infeccdo grave, mas € muito oneroso e pouco pratico para uso universal
(HAMPP, et al. 2011).

2.2.2 Virus Influenza

Pertencentes a familia Orthomyxoviridae, género Influenzavirus, espécie Influenza (A,
B ou C) virus (ICTV, 2014). Sao virus envelopados com RNA fita simples sentido negativo
dividida em oito segmentos. Possuem duas glicoproteinas no envelope viral de extrema
importancia, hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), que séo alvos da resposta imune do
hospedeiro com a producdo de anticorpos neutralizantes. A infecgéo viral comeca pela agéo
da hemaglutinina que se liga na membrana celular a residuos de acido sialico. Apos a
adsorcéo e endocitose, ocorre o processo de multiplicacéo viral intracelular finalizando com a
liberacdo das particulas virais. A neuraminidase atua nesta fase final onde cliva os residuos de
acido sialico da membrana citoplasmatica liberando as particulas virais e fazendo com que a

infeccdo se propague para células vizinhas. Estudos sobre a patogénese da pneumonia por
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influenza mostram que o virus, em casos de diferentes gravidades, acomete pneumocitos
como alvo primario causando dano alveolar difuso (TAUBENBERGER & MORENS, 2008).

As variacOes antigénicas de HA e NA contribuem para a natureza epidémica dos virus
influenza por dois mecanismos: variagdes antigénicas menores conhecidas como drift, que
alteram os epitopos alvo de anticorpos neutralizantes, e variacbes maiores denominadas de
shift, que ocorrem por substituicdes de segmentos gendémicos virais quando ha infeccédo
simultanea por dois tipos de virus influenza. Sabe-se da existéncia de pelo menos 16
hemaglutininas antigenicamente especificas (H1-H16) e 9 neuraminidases (N1-N9), sendo os
virus influenza A possuidores das H1-H3 conhecidos como causadores da maioria dos casos
humanos. As outras hemaglutininas sdo associadas a virus de aves aquaticas ou de outros
mamiferos. Um exemplo de mutacdo shift foi do virus responsavel pelas pandemias em 1918
(HIN1), 1957 (H2N2) e 1968 (H3N2) (GIRARD, et al. 2010).

As epidemias por virus influenza A costumam ocorrer anualmente, durante o inverno,
perdurando por 6 a 8 semanas no local e com casos de gravidade variavel. A transmissdo viral
acontece através de pequenas particulas aerossolizadas pela tosse ou espirro de individuos
infectados e pelo contato com fémites. A doenca possui um periodo de incubagdo de 2-3 dias.
Esse mecanismo de transmissdo, associado a um curto periodo de incubacdo, propicia as
grandes epidemias dessa doenca (TELLIER, 2006; TAUBENBERGER & MORENS, 2008).

A estratégia preferida contra a gripe € a prevencdo desta infeccdo com imunizacgéo
anual, mas existem certas situacbes em que € benéfico o uso de agentes antivirais. Duas
classes de medicamentos antivirais estdo disponiveis para tratamento ou profilaxia de
infeccdes de gripe: sdo os inibidores da neuraminidase (oseltamivir-Tamifu® e zanamivir) e
os adamantanes (amantadina e rimantadine). Sdo pouco reconhecidas por enzimas humanas e
bem reconhecidas pela enzima viral, agindo tanto no virus infuenza A quanto no B, o que
diminui as chances de efeitos colaterais (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O Ministério da Satde disponibiliza estes medicamentos no SUS (Sistema Unico de
Saude) e dados clinicos e observacionais demonstram que o tratamento com oseltamivir de
maneira precoce pode reduzir a duracdo dos sintomas principalmente em pacientes
imunossuprimidos. A indicagdo de zanamivir somente estd autorizada em casos de
impossibilidade clinica da manutengdo do uso do fosfato de oseltamivir.O zanamivir é
contraindicado em menores de cinco anos para tratamento ou para quimioproflaxia e para

todo paciente com doenca respiratoria cronica pelo risco de bronco-espasmo severo. Também
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ndo pode ser administrado para paciente em ventilagio mecanica pela possibilidade de
obstruir os circuitos do ventilador (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Como todos 0s
medicamentos antivirais o tratamento mais cedo no curso da infeccdo oferece mais chances de
ser obtido o beneficio méximo. Tratamento quando comecado tdo cedo quanto 12 horas apds
0 inicio dos sintomas tem o maior impacto sobre a resolugdo da doenca (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2007).

A vacinacdo contra o virus influenza é anual, devido as mudancas das caracteristicas
desses virus consequentes da diversidade antigénica e genémica e € realizada desde 1999
entre os meses de abril e maio. No ano de 2014, além de individuos com 60 anos ou mais de
idade, sdo vacinados os trabalhadores de salde, os povos indigenas, as criancas na faixa etaria
de 6 meses a menores de 5 anos de idade (4 anos, 11 meses e 29 dias), as gestantes, as
puérperas (até 45 dias ap6s o parto), os grupos portadores de doencas cronicas ndo
transmissiveis e outras condic¢des clinicas especiais, a populagdo privada de liberdade e 0s
funcionarios do sistema prisional. Com um publico alvo representando aproximadamente
49,6 milhdes de pessoas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Segundo recomendacdo da OMS para a temporada de 2014 do hemisfério sul a vacina
influenza é composta por cepas (fragmentada e inativada), trivalente, contendo antigenos
equivalentes a:

v Virus similar ao virus influenza A /California/7/2009 (H1N1) pdm09

v" Virus similar ao virus influenza A/Texas/50/2012 (H3N2)

v Virus similar ao virus influenza B/Massachusetts/2/2012 (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

2.2.3 Virus Parainfluenza

Sédo virus de RNA, fita simples, polaridade negativa, envelopados, pertencentes a ordem
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, no género
Respirovirus (espécie virus parainfluenza 1 humana e virus parainfluenza 3 humana), e no
género Rubulavirus (espécie virus parainfluenza 2 humano e virus parainfluenza 4 humano)
(ICTV, 2014).

S&o importantes causas de doenca do trato respiratorio especialmente em criancas. Virus

parainfluenza 3 humano (HPIV-3) sozinho é responsavel por aproximadamente 11% das
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internagOes respiratorias pediatricas nos EUA, enquanto virus parainfluenza 1 e 2 humano
(HPIV-1 e HPIV-2, respectivamente) tendem a infectar criangas mais velhas e adolescentes,
além de ser relatado como causa predominante de laringotragueobronquite (crupe) em
lactentes. Juntos ficam atras apenas do VSR como causa de internacdes hospitalares (2% -
17%) por infecgdes respiratdrias agudas nessa faixa etaria (IWANE, et al. 2004; MOSCONA,
2005; LIU, et al. 2013).

Os HPIV se replicam no epitélio do trato respiratorio superior e se propagam a partir dai
para o trato respiratorio inferior. A relacdo entre o dano tecidual causado pelo virus, as
respostas imunes que ajudam a elimina-lo e as respostas inflamatdrias que contribuem para a
doenca ainda é desconhecida. Ambos 0s componentes, humorais e celulares, do sistema
imune parecem contribuir para a protecdo e patogénese. A infec¢do primaria por qualquer
HPIV ndo confere imunidade permanente, podendo haver reinfeccdo com o mesmo agente
depois de decorrido certo periodo da infeccdo anterior. Essa falta de compreensdo dos
processos fundamentais da biologia viral e da interacdo destes virus com seus hospedeiros
durante a patogénese € um obstaculo para o desenvolvimento de formas de prevencao e
tratamento para infeccGes causadas por este agente (IWANE, et al. 2004; MOSCONA, 2005;
LIU, et al. 2013).

A imunidade gerada ap6s a primeira infeccdo €, no entanto, muitas vezes suficiente para
restringir a replicacdo do virus no trato respiratério inferior e prevenir doencas mais graves
(IWANE, et al. 2004; MOSCONA, 2005). Atualmente ndo hd medicamentos antivirais com
eficacia clinica comprovada contra HPIV (HENRICKSON, 2003).

2.2.4 Adenovirus

Pertence a familia Adenoviridae, género Mastadenovirus, espécie Adenovirus humano
(ICTV, 2014). S&o virus ndo envelopados com genoma composto por DNA de fita dupla
linear e ndo segmentado, atualmente ja foram relatados 55 sorotipos de adenovirus humanos,
classificados em 7 espécies (subgrupos de A a G) (JONES II, et al. 2007; WALSH, et al.
2010).

Alguns subgrupos e sorotipos sdo mais comumente associados a sindromes especificas
de doengas e a contextos epidemiolégicos como é o caso dos sorotipos 1, 2, 3,5, 6 e 7

conhecidos por causarem principalmente doencas respiratdrias, enquanto que os sorotipos 40
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e 41 sdo comumente associados a gastroenterite. Alguns estudos fazem associagéo entre 0s
sorotipos e subgrupos especificos e apresentacdo mais grave da doenca. Os adenovirus sdo
responsaveis por cerca de 7 a 8% das infeccdes respiratorias virais relatadas na infancia em
todo o mundo. Embora as maiorias das infecces sejam auto-limitadas, os adenovirus tém
sido associados com infec¢Bes graves e até mesmo fatais em individuos imunocomprometidos
(MANDELBOIM, et al. 2011).

Infelizmente, ndo existe qualquer tratamento definitivo para a infecgdo por adenovirus
no momento. O papel dos agentes antivirais ndo estd provado e os componentes mais
importante da terapia séo os cuidados de suporte (MUNKSGAARD, 2004)

2.2.5 Outros virus respiratérios

O desenvolvimento de técnicas moleculares conduziu a avangos significativos no
diagnostico viral, tanto aumentando a sensibilidade na deteccdo destes patdgenos quanto a
descoberta de novos virus de importancia clinica. O advento da técnica de PCR e suas
variagOes foi uma delas, empregada cada vez mais no digndstico dos agentes causadores de
infecgBes respiratorias, tem mostrado virus que antes ndo eram associados a essas infeccdes,
como é o caso dos rinovirus, metapneumovirus, coronavirus e bocavirus (NOLTE, 2008;
BERKLEY, et al. 2010; RUUSKANEN, et al. 2013).

O metapneumovirus humano foi relatado pela primeira vez em 2001, em criancas com
doenga do trato respiratério na Holanda (HOOGEN, et al. 2001). E um patdgeno respiratorio
comum particularmente em lactentes e criancas jovens. O virus esta associado a infec¢des das
vias respiratorias superiores e inferiores e tem uma distribuicdo mundial. Estudos sorolégicos
relatam que até os cinco anos de idade quase todos os individuos apresentaram evidéncias de
infecgdo por metapneumovirus (HOOGEN, et al. 2001; KAHN, 2006; CAMPS, et al. 2008).

Os rinovirus sdo normalmente associados com o resfriado comum em criangas de maior
idade e adultos, embora também desempenhem um papel importante na exacerbacdo da asma
e bronquite crénica sendo responsavel por cerca de dois tercos dos casos (KUSEL, et al. 2006;
MACKAY, 2008). Estudos tém relatado com maior frequéncia a deteccdo de rinovirus em
pneumonias, no entanto, ainda hd muito o que esclarecer em relacdo ao seu papel nestas

infeccGes em decorréncia tanto da escassez de testes soroldgicos quanto da alta frequéncia de
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deteccdo em individuos assintomaticos (JARTTI, et al. 2008; LOUIE, et al. 2009; BICER, et
al. 2013).

Atualmente sabe-se que 0s coronavirus humanos séo reconhecidos como causa comum
de infeccBes do trato respiratorio superior, tendo uma associagdo menor ao trato respiratorio
inferior. Em relacdo ao resfriado comum é considerado o segundo agente mais frequente
podendo representar até 30% destes casos em periodos epidémicos. No entanto
aproximadamente 20% das infec¢bes do trato respiratério sdo de origem desconhecida e o
coronavirus pode ser responsavel por algumas destas infec¢des. (BAKER, 2004; VAN DER
HOEK, et al. 2010; ZAKI, et al. 2012).

O Bocavirus humano (HBoV) foi descrito pela primeira vez em 2005, por Allander et
al, em secrecdo nasofaringea de criancas com infeccdo do trato respiratdrio, por isso sugere-se
que desempenhe um papel importante em infeccdes deste tipo (ALLANDER, et al. 2005;
CHEN, et al. 2010). E um patogeno respiratorio recentemente reconhecido, no entanto
estudos mostram que afetam principalmente criancas com idade inferior a dois anos e que ha
altas taxas de co-infeccdo em individuos sintomaticos. Em nivel mundial, verificou-se sua
prevaléncia em amostras respiratorias de criancas com infeccdo do trato respiratério inferior
variando de 1,5% a 19% (ALLANDER, 2008). Os estudos soroepidemiol6gicos sobre HBoV
estdo em concordancia com os dados de estudos que utilizaram o PCR como método de
deteccdo, mostrado ser um patogeno muito comum durante a infancia (ENDO, et al. 2007;
KAHN, et al. 2008; JARTTI, et al. 2012).

2.2.6 Streptococcus pneumoniae

2.2.6.1 Histérico

Foi um dos primeiros patdgenos a ser descoberto e suas propriedades microbiologicas
foram extensivamente investigadas. A bactéria foi isolada pela primeira vez em 1880 por
Pasteur na Franca e a0 mesmo tempo por Sternberg nos Estados Unidos, tendo Pasteur
publicado primeiro sua descoberta em 1881, alguns meses antes de Sternberg. Em 1897 os
pesquisadores franceses Bezancon e Griffon perceberam diferencas nas reacdes de
aglutinagdo antipneumocdcicas, usando soro de coelho, concluindo existir cepas diferentes de

S. pneumoniae. Desde entdo varios pesquisadores como Neufeld e Héndel, na Alemanha,
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Dochez, Gillespie e Cooper, em Nova York, tém identificado diferentes sorotipos
(HENRICHSEN, 1999).

2.2.6.2 Aspectos gerais

Frequentemente referido como “pneumococo”, este microrganismo reside na superficie
da mucosa do trato respiratorio superior. Embora a colonizacdo neste sitio pareca ser
assintomatico, se 0 microrganismo migrar para locais normalmente estéreis, uma réapida
resposta inflamatéria que se segue resulta em doenca (KADIOGLU, et al. 2008). O S.
pneumoniae pertence a ordem Lactobacillales, familia Streptococcaceae do género
Streptococcus (KONEMAN, 2008). E responsavel por varias doencas, incluindo infeccdes
leves e comuns como: otite média, sinusite e pneumonia, e doencas mais graves como as
doencas pneumocadcicas invasivas (DPI), bacteremia e meningite. Entre essas infeccles, a
pneumonia ganha destaque devido as suas altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, especialmente em criancas. Assim todas as doencas pneumococicas comegam com 0
estabelecimento da colonizacdo, isto €, de um estado de portador (KADIOGLU, et al. 2008;
SONG, et al. 2013A).

E sugerido que a disseminacdo pessoa-a-pessoa ocorra através do contato direto com as
secrecOes de individuos colonizados. A colonizacdo € mais comum na infancia e a maioria das
criangas adquirem uma ou mais cepas sucessiva ou simultaneamente (HENRICHSEN, 1995).
As taxas de colonizacdo variam muito entre os 94 sorotipos capsulares pneumococicos
conhecidos (KADIOGLU, et al. 2008).

O pneumococo contribui com aproximadamente 60-75% das pneumonias bacterianas na
infancia, destacando-se também no subgrupo de criangas que eventualmente, morrem da
doenga (ANDRADE, et al. 2011; RUDAN, et al. 2013). Pneumonias imunopreveniveis (ou
seja, aquelas causadas por S. pneumoniae, Haemophilus influenzae tipo b, e virus influenza)
sdo responsaveis por pelo menos um terco dos episodios graves e dois tercos das mortes
(WALKER, et al. 2013).

O S. pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, catalase-negativa, que se apresenta
como cocos em forma de lanca e podem estar arranjados aos pares ou dispostos em pequenas
cadeias. Sao conhecidas como a-hemoliticas devido & expressdo da pneumolisina, proteina

responsavel pela degradacdo da hemoglobina nas culturas em meio contendo sangue,
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resultando em uma coloragdo esverdeada ao redor da colbnia, tém o crescimento estimulado
por um aumento na concentracdo de gas carbonico (CO;), sdo sollveis na presenca de sais
biliares e sensiveis a optoquina (KONEMAN, 2008; PLETZ, et al. 2008; SONG, et al.
2013A).

Sua céapsula de polissacarideo antifagocitica além de ser um fator essencial de
viruléncia, permite classificar este habitante normalmente comensal da nasofaringe. A
sorotipagem convencional é feita utilizando a reacdo de Quellung, que se baseia na
capacidade de o soro hiperimune especifico reagir com a capsula da bactéria. Os sorotipos sao
classificados seguindo o sistema de nomenclatura dinamarquesa onde o grupo é denominado
por nimeros e o tipo por letras maidsculas e a combinacdo entres eles identifica cada sorotipo
(HENRICHSEN, 1979; HENRICHSEN, 1995; DIAS, et al. 2007; PLETZ, et al. 2008).

Atualmete sdo conhecidos 94 sorotipos capsulares que incluem os recentemente
descobertos 6C, 6D, 11E e 20A/20B, porém, nem todos 0s sorotipos sdo igualmente
patogénicos, cada sorotipo se distingue pela resposta soroldgica, estrutura quimica do
polissacarideo e outras mutacdes genéticas relacionadas, sendo assim, a céapsula
pneumocdcica desempenha um papel importante na patogénese e desenvolvimento de vacinas
(PARK, et al. 2007; JIN, et al. 2009; CALIX, et al. 2012A; CALIX, et al. 2012B; SONG, et
al. 2013A).

A producdo da capsula € controlada por genes de sintese de polissacarideos capsulares
localizados no locus cps, normalmente com a mesma organizacdo genética geral, esse locus
esta entre 0s genes conservados, que nao participam da biossintese da capsula, dexB e aliA.
Os primeiros quatro genes (cpsA, cpsB, cpsC e cpsD) sdo conservados em quase todos 0s
sorotipos (Figura 1), sendo apenas o gene cpsA conservado em mais de 90% dos tipos
capsulares sequenciados, enquanto que as partes centrais do locus contém o0s genes
especificos de cada sorotipo e servem como base para a diferenciagdo dos pneumococos por
técnicas baseadas em PCR (PAl, et al. 2006).

Devido ao alto custo do antissoro, subjetividade na interpretacdo e as dificuldades
intrinsecas, a utilizacdo da sorotipagem convencional, utilizando a reacdo de Quellung, fica
limitada a poucos laboratérioas altamente especializados. O surgimento de técinas de
sorotipagem utilizando a Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), vem apresentando-se como

forma de superar algumas dessas limitacdes (PAI, et al. 2006; DIAS, et al. 2007).
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Figura 1: Organizacdo genética da regido do DNA do S. pneumoniae entre 0s genes dexB e aliA, que contém
0s genes capsulares de diferentes genétipos. As regides com mais de 90% de nucleotideos idénticos sdo

representados pelo mesmo sombreamento. Adaptado de Garcia et al. 2000.
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2.2.6.3 Epidemiologia

Em termos de colonizacdo da nasofaringe, patogenicidade e apresentacdo clinica, a
distribuicdo dos sorotipos capsulares do S. pneumoniae pode variar geograficamente e
temporalmente. A colonizagdo pneumocécica, em geral, ocorre precocemente,
aproximadamente 30-60% das criancas encontram-se colonizadas nos primeiros anos de vida,
no entanto, em algumas populaces, ja foi relatada uma prevaléncia superior a 90%, essa taxa
diminui progressivamente até atingir uma taxa de 1-10% em adultos (SONG, et al. 2013B,;
HILL, et al. 2008; PLETZ, et al. 2008).

De todos os sorotipos de S. pneumoniae conhecidos, sabe-se que alguns estdo
mundialmente mais associados as doencas pneumocaocicas invasivas, sendo responsaveis por
mais de 80% destas, sdo eles: 1, 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 14, 18C, 19F, e 23F, j4 na América
Latina, 13 sorotipos correspondem a mais de 85% dos isolados invasivos. Em criancgas jovens,
0 numero de sorotipos é mais limitado, os sorotipos 6, 14, 18, 19, e 23F sdo predominantes.
Em relacdo a otite média aguda, os sorotipos globalmente mais comuns sdo: 3, 6A, 6B, 9V,
14, 19A, 19F e 23F, sendo os sorotipos 1, 5 e 7F raramente associados a esta infec¢do (DIAS,
etal. 2007; LYNCH & ZHANEL, 2010).

2.3 Coinfeccdo entre virus respiratdrios e S. pneumoniae

O trato respiratério superior humano € reservatorio de uma comunidade diversificada de
potenciais patdgenos comensais como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis e Staphylococcus aureus, que ocasionalmente se tornam patdgenos
causadores de doencas infecciosas, para isso, precisam colonizar o nicho da nasofaringe
através de um processo dinamico (BLASER & FALKOW, 2009; BERGH, et al. 2012;
BOSCH, et al. 2013).

Episodios de aquisicédo viral sdo conhecidos por predispor a doenca invasiva bacteriana
secundaria e pneumonia por perturbarem o equilibrio deste ecossistema. A infec¢do causada
pelos virus lesa a mucosa do trato respiratdrio, prejudicando seus mecanismos locais de
defesa e favorecendo o surgimento de infeccOes secundarias. A camada epitelial da mucosa

do trato respiratorio € a primeira linha de defesa contra um invasor bacteriano, a perda da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lynch%20JP%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20375783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhanel%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20375783
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funcdo desta barreira pode levar a entrada de agentes patogénicos. Os virus geralmente
replicam-se intracelularmente e, posteriormente, podem desarranjar processos celulares ou
lisar as células infectadas que por sua vez levam a deshudacdo da camada epitelial e
exposicdo da membrana basal. Estes desequilibrios podem resultar em crescimento excessivo
e invasdo por patdgenos, causando doencas respiratdrias ou invasivas, especialmente em
criangas com um sistema imunoldgico imaturo (BERGH, et al. 2012; BOSCH, et al. 2013;
MINA, et al. 2014).

As associacdes entre bactérias e virus nas infec¢bes do trato respiratério podem estar
presente em até dois tercos dos casos. A infec¢do por S. pneumoniae apos a infec¢do por virus
respiratérios esta associada a maior gravidade da doenca e a maior frequéncia de
hospitalizacdo (CASHAT-CRUZ, et al. 2005; ISHIZUKA, et al. 2003).

A aderéncia do S. pneumoniae as celulas epiteliais € um passo importante no
desenvolvimento de infec¢do do trato respiratrio com essa bactéria. Estudos in vitro e em
animais tém reforcado esta hipotese ao observar o aumento da adesdo de S. penumoniae apos
danos ao epitelial traqueal, como a descamacdo das células ciliadas e nédo ciliadas, causados
por infecgdes virais, fornecendo algumas pistas para explicar o sinergismo entre as infec¢oes
respiratérias virais e subsequentes infeccdes bacterianas (ISHIZUKA, et al. 2003; HAMENT,
2005; MCCULLERS, 2006). Em humanos ja foi verificado que 40% das criancas com
infeccbes graves por VSR apresentavam concomitantemente infec¢do bacteriana do trato
respiratorio inferior (THORBURN, 2006).

Talvez a interacdo virus-bactéria mais conhecida seja o sinergismo entre o virus
influenza e o S. penumoniae, embora s6 a infeccdo pelo virus possa ser grave, a mortalidade
aumenta drasticamente quando ocorre uma super-infeccdo bacteriana. Essa relacdo ja foi
observada em experimentos in vitro. Pesquisas também relatam como exemplo a gripe
espanhola (pandemia de 1918-1919) onde a maioria das mortes ocorreram por pneumonia
pneumocédcia secundaria (HAMENT, 2005; MCCULLERS, 2006; THORBURN, 2006;
BOSCH, et al. 2013). Estudos recentes também evidenciaram que pacientes com infec¢éo
pelo virus influenza que desenvolveram pneumonia apresentaram 16% de hemocultura
positiva para bactérias, sendo 70% por S. pneumoniae (ANDRADE, et al. 2011).

Diante das evidéncias da influéncia dessas interacfes nas doencas do trato respiratdério

inferior € de grande relevancia detectar os microgarnismos com potencial para causar


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S104518700400127X

30

pneumonias na populagdo infantil, ainda mais no cenério de introdugdo da vacina
pneumocdcica no calendario vacinal infantil como estratégia no combate a mortalidade nessa

faixa etaria.

2.4 Vacina

Durante muito tempo a penicilina foi a droga de escolha para o tratamento das doencas
pneumocdcicas, no entanto, devido a disseminacdo de cepas resistentes a essa droga as
vacinas tornaram-se a principal prevengdo contra 0 pneumococo, O que representa um
progresso significativo no combate a doengas pnemocdcicas, principalmente em paises em
desenvolvimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2010B; WHO, 2012).

No Brasil, os esforcos contra as doencgas pneumocdécicas vém desde a década de 1990,
quando foram disponibilizados nos Centros de Referéncia de Imunobiol6gicos Especiais
(CRIE) as vacinas para grupos especialmente suscetiveis ao pneumococo. A Vvacina
pneumocdcica 23-valente passou a ser aplicada em idosos a partir de 60 anos que viviam em
instituicdes fechadas. Devido a estudos onde demostrou-se que essa vacina néo era tao eficaz
em criancas menores de dois anos a vacina pneumocdcica 7-valente (conjugada) passou a ser
incorporada pelo Ministério da Saude em 2001, também em grupos em condi¢fes clinicas
especiais nos CRIE. A partir de 2010, foi que comecou a imunizacdo ativa através da
incorporacdo da vacina pneumococica 10-valente (conjugada) no calendario vacinal basico da
crianca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010B)

As primeiras vacinas que surgiram eram orientadas contra o polissacarideo capsular dos
pneumococos (CPS), o que fornece protecdo estritamente sorotipo-especifica, além disso, sdo
pouco imunogénicas em criangas jovens. Esse fator negativo foi superado quando passou a ser
conjugada com proteinas transportadoras, que € o caso da vacina pneumococica-7 valente e
vacina pneumocaocica-10 valente, esta Gltima € constituida por dez sorotipos de pneumococos,
sendo oito, conjugados a proteina D de Haemophilus influenzae e dois a carreadores de
toxoide diftérico (DT) e de toxdide tetanico (TT ou T), no entanto a vacina continua a
fornecer proteccdo estritamente sorotipo-especifico (MORETTI, et al. 2007; KADIOGLU, et
al. 2008, MINISTERIO DA SAUDE, 2010B).



3 HIPOTESES

v A introducdo da vacina pneumocdcica 10 valente conjugada reduz a deteccdo de S.
pneumoniae em secrecdo nasofaringea de criangas com pneumonias no periodo de

desenvolvimento do estudo.

v A taxa de deteccdo de S. pneumoniae serd menor com o passar dos anos (no periodo
de estudo), mas ndo havera reducdo na deteccdo de virus nos casos analisados no

mesmo periodo.

v A circulacdo de sorotipos de S. pneumoniae existentes na vacina sera reduzida
progressivamente, havendo uma substituicdo desses sorotipos por outros ndo incluidos

na vacina.



4 OBJETIVO GERAL

Determinar a taxa de deteccdo de diversos virus respiratorios e S. pneumoniae em aspirados
de nasofaringe de criangas com pneumonia apos a introducdo da vacina pneumocdcica 10

valente conjugada na vacinagéo das criangas.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Identificar os virus presentes nas secrecBes de nasofaringe de criangas com

pneumonias, sejam elas positivas ou negativas para S. pneumoniae.

v Verificar os virus que sdo detectados mais frequentemente em associacdo ao S.

pneumoniae.

v Identificar os sorotipos de S. pneumoniae circulantes, verificando qual a presenca de

sorotipos existentes ou ndo na vacina pneumocdcica 10 valente conjugada.

v Verificar a distribuicdo da circulacdo do S. pneumoniae ao longo do periodo de estudo

em relacdo as estacdes chuvosas e secas.



S) MATERIAIS E METODOS

5.1  Descricéo do estudo

5.1.1 Tipo de estudo

Esse foi um estudo descritivo, transversal, retrospectivo e prospectivo realizado no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2013.
5.1.2 Populacéo e local de estudo

Pacientes de 0 a 16 anos de idade, de ambos os sexos, atendidos nos setores de
emergéncia e enfermaria do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), em Fortaleza — Ceara, com
sinais e sintomas de infeccdo aguda do trato respiratorio inferior. O HIAS é o principal

hospital pediatrico de nivel terciério do estado do Ceara.

5.1.3 Critérios de incluséo

Pacientes com sinais e sintomas de infec¢fes agudas do trato respiratério inferior,

pneumonia, cujas manifestacOes clinicas iniciaram ha no maximo sete dias.

5.1.4 Critérios de exclusao

Pacientes em uso de antibi6tico.

5.1.5 Aspectos éticos

Este estudo recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa do HIAS em 17
de Dezembro de 2009 (oficio n°070/09) (Anexo A) e em 12 de Junho de 2013 (oficio
n°024/2013) (Anexo B).

5.1.6 Material clinico e coleta de dados
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A coleta dos dados e do material clinico foi realizada nos turnos da manha e/ou da tarde,
de segunda a sexta-feira, por membros da equipe do Laboratério de Virologia da
Universidade Federal do Ceard, que fizeram busca ativa nos setores de emergéncia e
enfermarias do HIAS.

Antes da coleta da amostra o responsavel pelo paciente era esclarecido a respeito do
procedimento e do estudo, autorizando a continuidade do processo ao assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice A). A ficha epidemioldgica (Apéndice B) era
preenchida pelo aluno ao entrevistar o responsavel pelo paciente. Os dados de exame fisico,
exames realizados e tratamento instituido foram obtidos da folha de atendimento ou do
prontudrio do paciente nos casos de internamento. As informacdes obtidas eram arquivadas

em planilhas do Excel formando um banco de dados.

5.1.7 Coleta das amostras

O espécime clinico, aspirado de nasofaringe (ANF), foi colhido de uma das narinas da
crianca através de aspiracdo, utilizando uma sonda de aspiracao traqueal n°® 6 acoplada a uma
seringa de 20 mL, segundo a técnica de Gardner; McQuillin, 1980. A sonda era introduzida
em uma das narinas até a altura da nasofaringe (aproximadamente metade da distancia
compreendida entre 0 nariz € o ouvido da crianga). Caso nédo fosse coletado material
suficiente o procedimento era repetido na outra narina. ApOs a coleta, a amostra era
identificada com o nome do paciente e colocada em caixa térmica com gelo reciclavel, para
ser transportada ao final de cada turno de coleta para o Laboratério de Virologia da
Universidade Federal do Ceara para processamento.

5.2 Diagnostico Laboratorial
5.2.1 Processamento das amostras

No Laboratério de Virologia a amostra era dividida em duas aliquotas, uma para pesquisa
de antigenos virais e outra para pesquisa de S. pneumoniae no Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal do Ceara. As aliquotas para pesquisa de antigenos virais eram
transferidas para um tubo de centrifuga de poliestireno, com capacidade para 15 mL, contendo

2mL de Meio Essencial Minimo com sais de Earle (MEM-E), adicionado de penicilina-
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estreptomicina (10.000 U/mL de penicilina e 10.000 pg/mL de estreptomicina), L-glutamina a
2 % e bicarbonato de sddio a 7,5 %. Para a quebra do muco e liberacdo das células presentes
nessas secrecdes, as amostras eram homogeneizadas através de movimentos de aspiracéo e
ejecdo da solugdo com auxilio de uma pipeta Pasteur conectada a uma péra de aspiracao.

Os tubos eram centrifugados a 1.500 rpm (400xg), por 10 minutos, em temperatura
ambiente. O sobrenadante era descartado e o sedimento diluido em tampéo salina fosfato
(PBS), em quantidade variavel de acordo com o volume do sedimento. A solucdo
homogeneizada como descrita anteriormente era, entdo, dispensada em laminas para
imunofluorescéncia indireta (IFI). De cada amostra, trés laminas eram preparadas para
imunofluorescéncia, sendo uma pra triagem de amostras positivas e negativas, uma para
realizacdo de imunofluorescéncia especifica, em caso de amostra positiva na triagem e a
altima era utilizada como reserva. A amostra processada era colocada em trés orificios, um
central e nos dois da extremidade oposta, na lamina de triagem e nos orificios externos das
duas outras laminas para teste especifico e reserva. A secagem das amostras nas laminas era
realizada em estufa a 37 °C, e a fixacdo, em acetona a 4 °C por 10 minutos. Apds evaporacao
da acetona, as amostras eram submetidas a reacdo de IFI.

A aliquota usada para pesquisa de S. pneumoniae era semeada em placa com meio
Columbia agar (DIFCO) suplementado com sangue desfibrinado de carneiro a 5 % e
gentamicina 5 pg/ml e em seguida levadas ao Laboratério de Bacteriologia da Universidade
Federal do Ceara onde eram incubados a 36 + 1 °C em atmosfera de microaerofilia, por 24
horas.

5.2.2 Reacdo de imunofluorescéncia indireta

O método de IFI foi empregado para deteccao rapida de antigenos do VSR, adenovirus,
influenza A e B e parainfluenza 1, 2 e 3. Para isso utilizou-se o Respiratory Panel 1 Viral
Screening & Identification Kit (Chemicon International Inc., EUA).

Na lamina de triagem, adicionava-se 8 L de um pool AcM contra os virus identificados
pelo kit, em um dos orificios e, no outro, 8 uL do anticorpo de camundongo néo infectado, o
controle negativo da reacdo. As laminas eram incubadas em cadmara Umida, a 37 °C, por 30
minutos. A seguir, elas eram lavadas com PBS-Tween por 5 minutos e submetidas a secagem

na estufa. O mesmo volume (8 YL) do segundo anticorpo (anticorpo de cabra anti-IgG de
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camundongo conjugado a fluoresceina) era, entéo, colocado nos dois orificios. O tempo e as
condicdes de incubacdo eram 0s mesmos da etapa anterior. Apos a secagem final das laminas,
elas eram montadas com laminulas utilizando-se o liquido de montagem do préprio kit. A
leitura era realizada em microscopio de fluorescéncia (Modelo BX-40 marca Olympus).
Considerava-se como resultado positivo a presenca de inclusdes fluorescentes caracteristicas

nas células respiratdrias.

5.2.3 Isolamento bacteriano e identificagédo de S. pneumoniae

Apo6s o periodo de incubagdo foram selecionadas colonias, isoladas, planas com uma
zona cinza-esverdeada ao redor (a-hemolise) e novamente semeada em placa com meio
Columbia agar (DIFCO) suplementado com sangue desfibrinado de carneiro a 5% e
gentamicina 5 pg/ml e incubadas a 36 + 1 °C em atmosfera de microaerofilia, por 24 horas, a
fim de gerar uma maior massa celular bacteriana para realizacdo da coloragdo de Gram, dos
testes com disco de optoquina (5 pg) e o teste da solubilidade em bile em solucdo de
deoxicolato de sédio a 10%.

Eram considerados S. pneumoniae aquelas coldnias que & microscopia apresentavam a

forma de diplococos Gram positivo, sensibilidade a optoquina e solubilidade em bile.

5.2.4 Estocagem das amostras

Apos a identificacdo das cepas as amostras eram mantidas estocadas em caldo BHI com

16% (vol/vol) de glicerol e congeladas a —80°C para posterior genotipagem capsular.

5.2.5 Extracio do DNA de S. pneumoniae

Para a realizacdo da extracdo do DNA as cepas de pneumococos foram retiradas do
estoque e semeados em placas com meio BHI agar (OXOID) suplementado com sangue
desfibrinado de carneiro adicionado de 5 pg/ml de gentamicina e incubados durante 24 horas
a 36x1°C, em microaerofilia. As células bacterianas, crescidas na placa, foram transferidas
para 2ml de BHI caldo que foram incubadas 36 + 1 °C durante 24 horas. A extragdo do DNA
foi realizada conforme as recomendacgdes do DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen® Group,
2011).
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5.2.6 Primers

Trinta e nove pares de primers 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 primer foi incluido
(primers cpsA-f e cpsA-r) como controle interno que tem como alvo o Idcus cpsA presente em
todos os pneumococos. (PAI, et al. 2006; DIAS, et al. 2007).

5.2.7 PCR Multiplex

Os primers foram utilizados em oito reacfes de PCR multiplex, e uma reacdo, para
diferenciar os sorotipos 6A/B do 6C. Os primers foram agrupados com base na distribuicdo
dos sorotipos dos pneumococos invasivos mais encontrados. Em cada reagdo foram colocados
doze pares de primers 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. (PAI, et al. 2006; DIAS, et al. 2007).

Os PCRs foram realizados em solu¢do contendo 25 pl, com cada mix da reacdo
contendo: HotStarTag® Master Mix Kit e os 12 primers. Ciclos térmicos realizados em
GenePro Thermal Cycler (Bioer Technology) nas seguintes condi¢fes: um ciclo a 94°C por
15 minutos seguido de 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 segundos (desnaturacdo),
54°C por 90 segundos (anelamento) e 72°C por 60 segundos (extenséo), 72°C por 10 minutos
(extensdo final) (PAI, et al. 2006; DIAS, et al. 2007).

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% (Fisher Bio Reagents)
em 1X tampédo TBE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de acido acetico glacial, 1 mM EDTA, pH
8.0) a 100 V por 1 hora e 30 minutos. Os géis foram revelados com brometo de etidio (0,5
pg/ml), 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 padréo (50-bp ladder; Fisher Bio Reagents.) (PAI, et al. 2006; DIAS, et al. 2007).
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5.2.8 Anaélise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software IBM SPSS Statistics versdao 20
(Windows) para realizar os principais testes estatisticos utilizados nas tabelas 2X2. Em todos
os casos foram considerados significantes os resultados com p < 0,05.



6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais da populagado de estudo

Durante o periodo de estudo foram analisadas 781 amostras coletadas da populagédo
estudada, sendo 286 (36,62%), 235 (30,09%) e 260 (33,29%) coletadas nos anos de 2011,
2012 e 2013, respectivamente.

As caracteristicas gerais, sexo, idade, setor de atendimento, procedéncia e destino da
populacdo de estudo sao apresentadas na tabela 1.

As criangas do sexo masculino representaram a maioria da populacdo estudada
(60,31%) (p = 0,0000).

Em relagdo a idade foram coletadas amostras de pacientes entre zero e 215 meses,
sendo a média de idade de 23,7 meses. Com relacdo ao sexo a idade média dos pacientes
masculinos foi de 21,8 meses, enquanto que pacientes do sexo feminino tiveram idade média
de 26,7 meses. Predominaram no estudo criangas até dois anos de idade (73,24%).

A maior parte da populagdo de estudo foi representada por pacientes atendidos na
emergéncia que correspondeu a 56,98%. Dos pacientes hospitalizados seis (0,77%)
precisaram de atendimento na UTI.

Embora Fortaleza tenha sido o municipio do qual a maioria dos pacientes procederam,
598 (76,57%), um numero consideravel de criancas, 183 (23,43%), procederam de outros
municipios do estado do Ceara.

Quanto ao destino dado as criancas que compuseram a populacdo de estudo uma parte
retornou para casa apds atendimento médico, mas a maioria (402 - 51,47%) necessitou de
hospitalizacdo, sendo 366 (46,86%) no proprio HIAS e 36 (4,61%) encaminhadas para outro
hospital.



Tabela 1: Caracteristicas da populacdo de estudo.

Quantidade Percentual (%0)
Sexo
Masculino 471 60,31
Feminino 310 39,69
Total 781 100
Idade (meses)
0-12 379 48,53
13-24 193 24,71
25-36 64 8,19
37-48 44 5,63
49-60 27 3,46
>60 74 9,48
Total 781 100
Setor de atendimento
Emergéncia 445 56,98
Enfermaria 336 43,02
Total 781 100
Procedéncia
Fortaleza 598 76,57
Outra cidade 183 23,43
Total 781 100
Destino
Casa 379 48,53
Hospitalizacdo 402 51,47

Total 781 100
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Na tabela 2 sdo apresentadas as comorbidades e os fatores de risco para infec¢oes
respiratorias agudas na populacédo de estudo. A maioria das criangas incluidas no estudo néao
apresentou comorbidades. Aproximadamente Y. da populacdo estudada tinha algum tipo de
comorbidade, sendo a asma (57 - 7,3%) e a cardiopatia (52 — 6,66%) as mais frequentemente
referidas. A presenca de comorbidades associadas esteve presente em 20 (2,56%) criancgas.

A existéncia de um familiar com quadro de IRA, 380 (48,66%), e a existéncia de
fumante em casa, 157 (20,1%), foram os fatores de risco predominantes na populacdo de
estudo para apresentacdo de infeccdo respiratéria aguda. A associacao de dois ou mais fatores
de risco esteve presente em 185 (23,69%) criangas.

Tabela 2: Caracteristicas da populacéo de estudo quanto a presenca de comorbidades e
fatores de risco para IRA.

Quantidade Percentual (%0)
Comorbidades
Nenhuma 585 74,9
Asma 57 7,3
Cardiopatia 52 6,66
Doenca neurologica 35 4,48
Refluxo gastroesofagico 22 2,82
Pneumopatia crénica 8 1,02
Imunossupressao 2 0,26
Associacoes 20 2,57
Total 781 100
Fatores de risco
Nenhum 225 28,81
Familiar com IRA 380 48,66
Fumante em casa 157 20,1
N&o amamentado 95 12,16
Frequenta creche 92 11,78

Prematuridade 41 5,25
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A presenca de mais de um sintoma é geralmente referido ou observado em criangas

com pneumonia, sendo na populacdo de estudo a tosse, febre, dispneia e coriza os sinais e

sintomas mais comuns (tabela 3).

Tabela 3: Sinais e sintomas apresentados pela populacéo de estudo.

Sinais e sintomas Quantidade (%)
Tosse 750 96,03
Febre 662 84,76
Dispneia 661 84,64
Coriza 645 82,59
Obstrucéo nasal 542 69,4
Espirros 450 57,62
Tiragem 397 50,83
Hiporexia 322 41,23
\Vomitos 265 33,93
Diarreia 112 14,34
Convulsdes 24 3,07
Conjuntivite 5 0,64
Exantema 3 0,38

AlteracGes na radiografia de térax foram observadas em 726 pacientes (92,96%),

sendo a condensacéo e o infiltrado intersticial os achados mais comuns 623 (79,77%). Né&o foi

solicitada a radiografia de torax para 45 (5,76%) pacientes. Achados radiograficos menos

comuns foram: hiperinsulflagdo 7 (0,9%), derrame pleural 1 (0,13%), atelectasia 1 (0,13%) e

outros 10 (1,28%). A radiografia foi considerada normal em 10 (1,28%) pacientes. A

associacdo entre alteracdes radioldgicas foi observada em 84 (10,76%) pacientes.

Quanto ao tratamento instituido o antibidtico e o aerosol foram os mais prescristos,
79,39% e 70,55% respectivamente, antitermico (49,42%) e corticoide (40,85%) tambem

foram utilizados pelos pacientes, e em menor quantidade o salbutamol (7,55%).
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6.2 Deteccdo dos microrganismos pesquisados

A deteccdo dos virus respiratorios e S. pneumoniae pesquisados variou durante 0s anos
estudados, tendo no final 441 (56,47%) amostras negativas para ambos grupos de
microrganismos, 199 (25,48%) foram positivas para pelo menos um virus pesquisado, 184
(23,56%) foram isoladas S. pneumoniae e 43 (5,51%) apresentaram deteccdo mista (pelo
menos um virus e pneumococo) (Tabela 4).

Houve uma queda na deteccdo de S. pneumoniae no decorrer dos anos estudados, sendo a
taxa inicial de 38,11% em 2011, enquanto que no ano de 2013 esta taxa foi de 10%.

Tabela 4: Deteccdo do total de virus respiratorios e S. pneumoniae na populacao de estudo.

Pelo menos Deteccéo
Negativo (%) umvirus (%) S.pneumoniae (%) Mista (%) Total
2011 130 45,45 77 26,92 109 38,11 30 10,49 286
2012 166 70,64 25 10,64 49 20,85 5 2,13 235
2013 145 55,77 97 37,31 26 10 8 3,08 260
Total 441 56,47 199 25,48 184 23,56 43 551 781

Os virus por sua vez foram detectados em 199 (25,48%) das amostras analisadas, sendo o
virus mais frequentemente detectado o VSR, presente em 130 delas (57,52%). Em 2012
houve uma menor detec¢cdo dos virus pesquisados, excecdo feita para o virus influenza. Em
2013 o numero de virus detectados superou o registrado em 2011 embora tenha havido um
decréscimo no nimero de pneumonias registradas em 2013, quando comparamos a 2011
(Tabela 5). O virus influenza foi detectado em numero superior ao de virus parainfluenza e
adenovirus no periodo total de estudo, embora apenas no ano de 2013 sua deteccdo tenha sido
significativamente aumentada em relacdo ao ano de 2012 (p=0,0030). O virus influenza A
representou 92% dos virus influenza detectados. A deteccdo de adenovirus foi menor no ano
de 2013 se comparada a de 2011(p=0,0000) e um menor percentual de casos positivos para
adenovirus no ano de 2012 quando comparado a 2013 (p=0,0000). Quanto aos virus
parainfluenza ndo houve uma diferenga estatisticamente significativa no seu percentual de

casos positivos entre os anos de estudo.
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Tabela 5: Deteccdo de virus respiratorios durante o periodo de estudo

VSR (%) Influenza (%) Parainfluenza (%) Adenovirus (%) Total

2011 45 56,96 5 6,33 14 17,72 15 18,99 79
2012 10 38,46 8 30,77 7 26,92 1 3,85 26
2013 75 61,99 24 19,83 10 8,26 12 991 121
Total 130 57,52 37 16,37 31 13,71 28 12,39 226

Foram detectadas 184 (23,56%) amostras positivas para S. pneumoniae, sendo 43
(23,37%) com co-deteccdo viral e 141 (76,63%) sem a presenca de virus. As co-detecOes
entre os diversos virus pesquisados e o0 S. pneumoniae nos trés anos de estudo sdo
apresentadas na tabela 6. A co-deteccdo entre o S.pneumoniae e 0 VSR foi a mais frequente,

representando 60,47% deste tipo de co-detec¢éo.

Tabela 6: Deteccdo mista (virus e S. pneumoniae) no estudo.

NUmero (%) p valor
S. pneumoniae + VSR 26 60,47 0,5891
S. pneumoniae + parainfluenza 9 20,93 0,4014
S. pneumoniae + adenovirus 4 9,3 0,6059
S. pneumoniae + influenza 3 6,98 0,0049
S. pneumoniae + adenovirus + parainfluenza 1 2,33 -
Total 43 100 -

As co-deteccBes exclusivamente virais sdo apresentadas na tabela 7. Elas foram sempre,
no maximo entre dois virus (92,31%). A co-deteccdo viral mais frequente foi VSR e

influenza, que representou 38,46% deste tipo de co-deteccéo.

Tabela 7: Co-detec¢do de virus no estudo.

NUmero (%)
VSR + influenza 10 38,46
Adenovirus + influenza 19,23

5

Adenovirus + parainfluenza 5 19,23
VSR + adenovirus 3 11,54
VSR + adenovirus + influenza 2 7,69
Influenza + parainfluenza 1 3,85
Total 26 100
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6.3 Estado vacinal da populagéo de estudo

Em relacdo a vacinacdo, 354 (45,33%) pacientes haviam sido vacinados tanto para o virus
influenza como para S. pneumoniae, somados a esses, 114 (14,6%) haviam sido vacinados
apenas para o virus influenza e 105 (13,44%) apenas para S. pneumoniae, e 208 (26,63%)
pacientes ndo receberam nenhuma das vacinas citadas. Em relacdo a vacinacgéo e as detecgdes

néo foi possivel encontrar significancia estatistica (Tabela 8).

Tabela 8: Deteccdo de microrganismos pesquisados em relacdo a vacinacgao contra influenza

€ pneumaococo.

S. pneumoniae Odds Ratio 95%
S. pneumoniae Virus + virus Negativo Total IC p valor
(\:iaa;ir\]/aggflo 97 8 31 242 459 (0,94%%38-7 é,17015) 0,067
lganil Tﬁﬂﬂinza 103 v 28 260 468 (0,66%@92ES 3,24076) 0.4747
yag::?nados 29 >0 10 119 208 (0,39‘5))"98-2 ??7081) 0,6063

6.4 Sazonalidade das pneumonias e de microrganismos detectados

As pneumonias distribuiram-se ao longo de cada ano, havendo uma queda no nimero de
casos incluidos no estudo em 2012. Nos trés anos de estudo houve um pico na ocorréncia de
pneumonia no primeiro semestre. Um segundo pico de pneumonias, menor que o observado
no primeiro semestre de cada ano, foi observado nos anos de 2011 e 2013, nos meses de
setembro, outubro e novembro. Houve uma correlacdo positiva entre os indices
pluviométricos e o total de casos positivos de pneumonia (p = 0,0411).

Em relacdo ao S. pneumoniae houve uma reducdo no percentual de sua deteccdo ao longo
dos anos (p = 0,0000), ndo sendo possivel observar alguma relacdo de sazonalidade com a
estacdo de chuvas.

H& uma maior concentracdo de casos positivos do VSR nos meses de marco a junho (p =
0,0000), sendo detectada correlacéo positiva com os indices pluviométricos e o total de casos
positivos para VSR (p = 0,0065), desse modo nos meses de maior pluviometria hd também

um maior nimero médio de casos positivos para VSR.
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N&o foi possivel detectar alguma relacdo de sazonalidade com a ocorréncia de casos
positivos nem correlacdo positiva com os indices pluviométricos com os virus influenza (p =

0,3461), parainfluenza (p = 0,4189) e adenovirus (p = 0,7197) no periodo estudado.
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6.5 Caracteristicas da populacéo positiva para 0os microrganismos pesquisados

As caracteristicas da populagdo de estudo onde foi detectado virus, S.pneumoniae
ou a combinacdo destes microrganismos séo apresentadas na tabela 9.

A idade média dos pacientes positivos para pneumococo é menor do que dos
pacientes negativos (p = 0,0000), para a deteccao viral a idade media dos pacientes foi
menor no caso de deteccdo do VSR (p = 0,0000), adenovirus (p = 0,0016) e
parainfluenza (p = 0,0000), quando comparada com a idade média dos casos negativos,
ndo havendo diferenca entre a idade destes e 0s casos positivos para o virus influenza (p
= 0,6831). Em relacdo ao sexo, pacientes masculinos predominaram em todas as
categorias de microorganismos pesquisados (p=0,765).

Em relagdo ao destino grande parcela dos pacientes com deteccdo de qualquer virus
necessitou de hospitalizacdo (103/153) quando comparado 0s que tiveram deteccdo de

apenas pneumococo (43/141) ou ambos (17/43).
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Tabela 9: Distribui¢do da populagdo de estudo por sexo, idade, comorbidades e destino final em relagdo aos microorganismos detectados.

S. pneumoniae Virus S. pneumoniae + virus  Negativo  Total (%) Odds Ratio 95% IC p valor
Sexo
Masculino 80 94 25 272 471 (60,31%) 0,9093 (0,4874 - 1,6964) 0,765
Feminino 61 62 18 169 310 (39,69%) 1,0997 (0,5895 - 2,0516) 0,765
Total 141 156 43 441 781 (100%)
Idade (meses)
0-12 60 88 25 206 379 (48,53%) 1,5066 (0,8082 - 2,8086) 0,1945
13-24 45 32 16 100 193 (24,71%) 1,8782 (0,9893 - 3,5657) 0,05
25-36 17 16 - 31 64 (8,19%)  0,1202 (0,0073 - 1,9755) 0,138
37-48 8 7 1 28 44 (5,63%)  0,3848 (0,0517 - 2,8634) 0,3331
49-60 5 5 1 16 27 (3,46%)  0,6520 (0,0864 - 4,9222) 0,676
>60 6 8 - 60 74 (9,48%)  0,1025 (0,0062 - 1,6826) 0,1106
Total 141 156 43 441 781 (100%)
Comorbidades
Nenhuma 112 115 37 321 585 (74,9%) 2,1381 (0,8884 - 5,1457) 0,082
Asma 18 7 - 32 57 (7,3%) 0,1362 (0,0083 - 2,2419) 0,163
Cardiopatia 5 13 3 31 52 (6,66%)  1,0546 (0,3149 - 3,5314) 0,9312
Doenga neuroldgica - 11 - 24 35 (4,48%)  0,2278 (0,0137 - 3,7761) 0,3018
Refluxo gastroesofagico 4 2 1 15 22 (2,82%)  0,8129 (0,1068 - 6,1904) 0,8412
Pneumopatia cronica 1 3 - 4 8 (1,02%) 0,9878 (0,0561 - 17,3976) 0,9933
Imunossupressao - 1 - 1 2 (0,26%)  3,3862 (0,1601 - 71,6284) 0,4334
Associacgdes 1 4 2 13 20 (2,56%)  1,9512 (0,4378 - 8,6960) 0,372
Total 141 156 43 441 781 (100%)
Destino
Retornou para casa 98 53 26 202 379 (48,53%) 11,6681 (0,8900 - 3,1262) 0,1071
Hospitalizacdo 43 103 17 239 402 (51,47%) 0,5995 (0,3199 - 1,1236) 0,1071
Total 141 156 43 441 781 (100%)
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6.6 Sorotipos de S.pneumoniae circulantes

Durante o periodo estudado foram detectadas 184 amostras positivas para S. pneumoniae,
das quais foram sorotipadas 127 (69,02%) e 57 (30,98%) cepas foram perdidas devido a
descongelamento das cepas estocadas.

Tabela 10. Sorotipos de S. pneumoniae circulantes.

Sorotipo Quantidade (%)
6 38 29,92
NAO TIPAVEL 16 12,6
19A 16 12,6
14 11 8,66
19F 10 7,87
15B/15C 5 3,94
11A/11D 5 3,94
18(A/BIC) 4 3,15
23F 4 3,15
9N/9L 3 2,36
16F 2 1,57
23B 2 1,57
13 2 1,57
15A/15F 1 0,79
10A 1 0,79

4 1 0,79

8 1 0,79
TFI7A 1 0,79
20 1 0,79

34 1 0,79
17F 1 0,79
7CI7B 1 0,79

Total 127 100
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Quando analisado o perfil dos sorotipos dividindo-os em dois grupos, presentes ou
ausentes na VPC-10, observou-se no total a predominancia dos sorotipos vacinais
(69/54,33%). Apesar da queda no numero de S.pneumoniae detectados estejam eles presentes
ou ndo na vacina, parece haver um namero crescente de cepas circulantes de S.pneumoniae

ndo incluida na vacina, fato este mais evidente no ano de 2013 (Tabela 11).

Tabela 11: NUumero de sorotipos de S. pneumoniae circulantes nos anos estudados agrupados

quanto a inclusdo na VPC-10.

Sorotipos presentes na VPC-10 Sorotipos ausentes na VPC-10 Total pvalor

2011 35 27 62 0,6393
2012 25 15 40 0,2101
2013 9 16 25 0,0569

Total 69 58 127




7 DISCUSSAO

As infecces respiratorias agudas (IRAs) sdo importantes causas de morbidade e
mortalidade em criangas jovens. MilhGes de criangas ainda morrem de pneumonia no mundo,
principalmente em locias onde ha poucos recursos. Nos paises de baixa e média renda a
incidéncia chega a 300 casos por 1.000 criancas, 0 que leva a uma estimativa de seis novos
episddios por semana por 1.000 criancas (CAMPBELL et al. 2013), e 0s casos graves com
letalidade levam 1,3 milhGes de criangas a morte por ano no mundo (BHUTTA, et al. 2013;
NAIR, et al. 2013).

Varias podem ser a etiologia destas infec¢bes, podendo variar desde a idade até mesmo o
periodo do ano. S. pneumoniae é frequentemente associada como causa bacteriana, e 0s virus
respiratdrios: VSR, adenovirus, influenza e parainfluenza como causa viral (WOLTER, et al.
2014; JROUNDI, et al. 2014; BANSTOLA & BANSTOLA, 2013; LAUNES, et al. 2012).
Este estudo encontrou uma distribuicdo anual regular das pneumonias, com cada ano
apresentando aproximadamente um terco do valor total dos casos. No entanto, houve picos na
sua distribuicdo dentro de cada ano. Pode ser observado que 0s maiores picos de casos de
pneumonias aconteceram nos primeiros meses do ano, que coincidem com 0s meses de maior
pluviometria no local de estudo. Este periodo do ano corresponde ao periodo de inverno em
locais de clima temperado onde também ja foi observado esta relacdo (BANSTOLA &
BANSTOLA, 2013). Simonsen e colaboradores, em um estudo nos EUA em 2011 percebeu
uma maior carga de hospitaliza¢des por pneumonia durante o inverno, fato que foi atribuido
em parte a pneumonia bacteriana que ocorria como uma complicacdo pela infec¢do pelo virus
influenza.

Os dados do estudo mostram picos de detec¢cdo do virus influenza nos meses de maior
pluviometria que também ja foi observado em estudos anteriores como Alonso et al. 2012 que
detectou predominantemente o virus no primeiro semestre do ano com pico em meados de
abril e Moura et al. 2009. O que mostra que o periodo de vacinagdo no Brasil contra o virus
influenza pode estar sendo iniciada tardiamente nesta regido do pais, pois quando a campanha
de vacinagdo comega o virus ja esta circulando na populagéo infantil.

As criancas até dois anos de idade predominaram no estudo, correspondendo a
aproximadamente 73,24% do total de casos, assim como outros estudos ja relataram
(WALKER, et al. 2013; De WALS, et al. 2008; RUCKINGER, et al. 2009) Os programas



52

sociais precisam se concentrar em intervencOes para criancas nesta faixa etéria, por exemplo,
aleitamento materno de qualidade e a vacinacdo (WALKER, et al. 2013).

A vacinacao contra alguns agentes causadores de pneumonia é uma acgdo preventiva que
tem papel importante na redugdo da carga de morbidade e mortalidade, especialmente em
criangas menores de cinco anos.

No Brasil ha disponiveis gratuitamente no calendario de vacinagdo infantil duas vacinas
para dois agentes frequentemente associados a pneumonia. A VPC-10 para S pneumoniae
(responsavel por pelo menos 18% dos episodios graves de pneumonias e 33% das mortes no
mundo) e o virus influenza (responsavel por 7% dos episddios graves de pneumonia e 11%
das mortes no mundo) (WALKER, et al. 2013).

Vérios ensaios clinicos tém demonstrado a eficacia da vacina conjugada
antipneumocaocica em paises desenvolvidos na prevencdo de doenga pneumocdcica invasiva,
relatando uma reducdo de 20% dos casos de pneumonia e de aproximadamente 50% do
namero de sorotipos, contidos na vacina, que estdo presentes na nasofaringe de portadores, no
entanto, estudos sobre a colonizacdo por S. pneumoniae durante 0 uso das vacinas
penumocdcicas conjugadas mostraram que, embora a colonizacdo de sorotipos presentes na
vacina foi reduzida, o nicho foi prontamente colonizado por sorotipos ndo vacinais, assim, o
uso da vacina pneumocdcica conjugada em longo prazo pode alterar a distribuicdo dos
sorotipos da doenca pneumocdcica invasiva (CASHAT-CRUZ, et al. 2005; KADIOGLU, et
al. 2008; PLETZ, et al. 2008; WHO, 2012).

Mesmo sem ter uma diminuicdo nos casos de pneumonia durante 0s anos estudados,
nosso estudo encontrou uma reducdo significativa no nimero de detec¢bes de pneumococos
que corroboram com dados mundiais. Estudos que avaliaram o efeito da VVPC-7 encontraram
uma reducdo estatisticamente significativa na incidéncia total de hospitalizacbes por
pneumonia em criangas menores de dois anos de idade logo ap6s o primeiro ano de vacinacao
(De WALS, et al. 2008; RUCKINGER, et al. 2009; VESTRHEIM, et al. 2008; SIMONSEN,
et al. 2011; PILISHVILI, et al. 2010). Sendo encontrada redugdo até mesmo nas faixas etarias
ndo vacinadas, provavelmente através da inducdo de imunidade de rebanho. Estima-se que s
nos EUA 13.000 mortes relacionadas a doencas pneumocdcicas invasivas foram evitadas
desde a introducdo da VPC-7 que contém os sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F
(PILISHVILI, et al. 2010).

Vale salientar que a maior eficicia da vacina pneumocacica e esperada na diminuicdo das

doencgas pneumocacicas invasivas (> 80%), em comparacdo com a pneumonia (geralmente <


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S104518700400127X
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20%) e otite média (geralmente < 10%). J& que outros potenciais patégenos podem causar a
pneumonia e otite média (MEHR & WOOD, 2012).

Em relacdo ao Brasil, um estudo feito por Afonso e colaboradoes em 2013 mostrou que
durante o periodo pds-vacinacdo, as taxas de hospitalizacdo por pneumonia diminuiram
significativamente em Belo Horizonte (-40,3%), Curitiba (-37,6%), e Recife (-49,3%), e que
houve pouca reducdo da taxa nas cidades de Sado Paulo (-13,4%) e Porto Alegre (-23,5%),
provavelmente a menor taxa dessas ultimas cidades foi devido a uma cobertura vacinal, na
época, de 80%, valor inferior as trés primeiras cidades que tinham mais de 90% da cobertura
vacinal atingida. Chegando a concluséo que a VPC-10 reduziu as interna¢fes por pneumonia
entre criangas em trés das cinco cidades estudadas.

A vacina utilizada no Brasil desde 2010 é a VPC-10 que contém os sorotipos 1, 4, 5, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F de S. pneumoniae. Observamos durante o periodo de estudo uma
troca de predominéncia entre 0s sorotipos que compunham ou ndo a vacina, Sorogrupos como
0 6, 14 e 18 diminuiram durante o periodo estudado e o sorotipo 19A, sorogrupo 13 e até
mesmo aqueles ndo tipaveis aumentaram. Este efeito ja foi observado em outros paises. Nos
EUA as taxas de pneumonia causadas pelos sorotipos ndo-VPC7 aumentaram em todos 0S
grupos etarios, ja a incidéncia de doencas pneumocdcicas invasivas causadas pelo sorotipo
19A e outros tipos ndo-VPC7 aumentou de 0,8 para 2,7 casos por 100.000 habitantes e de 6,1
para 7,9 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (PILISHVILI, et al. 2010; HICKS, et
al. 2007). Na Alemanha a incidéncia dos sete sorotipos incluidos na VPC7 foi
consideravelmente reduzida, no entanto, o sorotipo 19A também apresentou reducao
(RUCKINGER, et al. 2009). Em Portugal a VPC-7 ¢ ofertada desde 2001 no setor privado e
também foi observado aumento na detec¢do em criancas de sorotipos nao vacinais como o
19A (AGUIAR, et al. 2008). Na Espanha além do aumento nos sorotipos ndo-VPC7, foi
observado aumento nos sorotipos 1 e 5 (MUNOZ-ALMAGRO, et al. 2008), ja na Gambia,
pais da Africa Ocidental, reduziu significativamente a carga de portadores de sorotipos de
pneumococos da VPC-7 em criancas ndo vacinadas (EGERE, et al. 2012).

O perfil dos sorotipos mais prevalentes difere de uma regido para outra e a imunidade
induzida aparentemente é sorotipo-especifica. A VPC-7 ndo contém os sorotipos 1, 5, 6A,
mais comuns e responsaveis por uma parcela consideravel de doencas pneumocdcas invasivas
em muitos paises em desenvolvimento (MEHR & WOOD, 2012). Sabendo disso 0 SIREVA —
Sistema Regional de Vacinas que comp0e a rede de vigilancia de S. pneumoniae em paises da
America Latina mostrou que no Brasil, de 2000 a 2005, os sorotipos mais frequentes isolados
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de pacientes com pneumonia foram: sorogrupo 14 (48,5%), 1 (13,4%), 6B (7,6%), 19A
(4,4%) e 5 (4,2%), para 0 SIREVA a VPC-10 cobre 82,4% dos sorotipos circulantes de
pneumococo no Brasil responséveis por causar pneumonias (CASTANEDA, et al. 2009).

Em Salvador, na Bahia, os sorotipos isolados de 70 cepas invasivas de pneumococos,
sendo 77% isoladas de criancas e adolescentes com pneumonia, foram: 14 (22,9%), 5 e 6A
(10% cada), 6B e 19F (8,6% cada), 9V, 18C e 23F (5,7% cada) (NASCIMENTO-
CARVALHO, et al. 2003). Ja em Séo Paulo os sorotipos mais frequentes foram 14 (36,5%), 1
(16,7%), 5 (14,6%), 6B (6,3%) e 3 (4,2%) (YOSHIKA, et al. 2011). Os dois sorogupos mais
encontrados neste estudo 6 (20,65%) e 19 (14,13%) corroboram com estudo realizado
também em Fortaleza por Rey e colaboradoes em 2002 com portadores assintomaticos e
criancas com pneumonia onde foram os sorogrupos mais detectados com 36% para o

sorogrupo 6 e 19% para o sorogupo 19.

7.1 Limitag6es do estudo

O valor final da contribuicdo viral dentro das pneumonias estudadas pode ter sido
subestimado, os casos que ndo foram detectados nenhum virus podem representar uma parte
de virus que ndo foram pesquisados e que vém sendo frequentemente relacionados com as
IRAS, como €é o caso dos rinovirus e coronavirus, e que sao detectados por outras técnicas nao
empregadas na metodologia deste trabalho, como por exemplo a PCR. A técnica de
imunofluorescéncia indireta pode também ter alterado a deteccdo de alguns virus devido a sua
baixa sensibilidade para alguns virus como o adenovirus.

O material utilizado (aspirado de nasofaringe) limita-se a informar apenas uma
colonizagdo do trato respiratdrio superior do individuo por S. pneumoniae, sendo necessario
para afirmar que esse microorganismo é o agente causador da pneumonia isola-lo de uma
amostra clinica de locais estéreis, como sangue ou lavados broncoalveolares. No entanto sabe-
se que um sorotipo de pneumococo para causar uma infeccdo invasiva necessita colonizar o
trato respiratdrio superior antes de conseguir invadir e disseminar-se no hospedeiro. Durante o
periodo estudado alguma amostras das cepas de pneumococo ficaram inviabilizadas de serem
reativadas apds o estoque.

Vale lembrar que a técnica padrdo ouro para a sorotipagem do pneumococo € a reagao de
Quellung, uma técnica com alto custo e de dificil acesso, que quando comparada com a

técnica de PCR, apresenta algumas vantagens, pois a PCR ndo permite sorotipar alguns
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sorogupos de pneumococo. O periodo de estudos ndo pode ser durante meses consecutivos,
havendo apenas um Gnico periodo (outubro, novembro e dezembro de 2012) em que foram
cessadas as coletas, no entanto este periodo nédo afetou a observacao clara do comportamento

sazonal dos agentes pesquisados.



8 CONCLUSOES

Houve um pico na ocorréncia de pneumonias no primeiro semestre de todos os anos

estudados, tendo uma correlagéo positiva com os indices pluviométricos.
O VSR foi o virus mais frequentemente detectado.

O virus influenza foi o segundo mais detectado superando as deteccdes de
parainfluenza e adenovirus, embora apenas no ano de 2013 sua detec¢do tenha sido
significativamente aumentada em rela¢do ao ano de 2012.

A co-deteccdo entre o S. pneumoniae e 0 VSR foi a mais frequente, representando

mais da metade deste tipo de co-deteccao.

Houve uma reducgédo no percentual de detec¢do do S. pneumoniae ao longo dos anos

ndo sendo possivel observar alguma relacdo de sazonalidade com a estacdo de chuvas.
Houve uma predominancia, no total, dos sorotipos vacinais.

Apesar da queda no nimero de deteccdes de S. pneumoniae, estejam eles presentes ou
ndo na vacina, parece haver um numero crescente de cepas circulantes de
pneumococos nao incluidos na vacina que ficou mais evidente no ano de 2013.

Demonstrando uma troca de sorotipos circulantes.
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APENDICE A
INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Ficha n°®

Projeto de Pesquisa: Inclusdo das criangas na faixa etaria de seis meses a dois anos nas campanhas de vacinacdo de
influenza: impacto dessa estratégia nas taxas de morbidade e mortalidade infantis.

Responsavel pela coleta: Médico Data da coleta:

Dados pessoais do paciente

Nome: Sexo: ( )Masc ( )Fem
Data de nascimento: Idade em meses:

Bairro: Procedéncia: ( )Fortaleza ( )Outra (citar):

Pessoa p/ contato: Telefone:

( )Emergéncia ( )Observagdo( )Ambulatdrio/Consultério ( )Enfermaria: Leito Prontuario

Histdrico do paciente
( )Ndomamou ( )Mamou<6m ( )Mamou>6m ( )Ainda mama

Vacinagdo para influenza no ano de 2011 ou 2012: ( ) Sim ( ) N&o/Pneumococo: () Sim ( ) Néo
Absenteismo escolar: ( )N&o ( )Sim, n° de dias:

Absenteismo ao trabalho pela doenca atual da crianga? ( )N&o ( )Sim, n° de dias:

Fator de risco: ( )N&o (' )Prematuridade ( )Cardiopatia (' )Pneumopatia congénita ou crdnica
(' )Doenca neuroldgica (" )Imunossupressdao ( )Asma (' )Doenca do refluxo gastroesofagico

(' )Fumante em casa ( )Bebé chiador ( ) Outros:

Familiar com IRAemcasa: ( )N ( ) Sim, identificar:

(" )O paciente nunca cansou ldade em que cansou pela 12 vez:
Historia de cansaco na familia: ( )N&o ( )Pai ( )Mae ( )Irmdo(s) ( )Tio(s) ( )AVH(s)

Doenga atual: Queixa principal: Tempo de inicio de sintomas:
( )Coriza ( )Obstrucdo nasal ( )Espirros ( )Tosse cheia ( )Febre ( )Anorexia ( )Vémitos ( )Diarreia

( )Cansago ( )Exantema ( )Conjuntivite ( )Convulsdes ( )Cianose ( ) BAN

Qutros:

Exame fisico: Peso: Temp: Freq resp:
Estado geral: ( )Bom ( )Gemente ( )Cianético

Orofaringe:( )N&do examinada ( )Normal ( )Hiperemiada (  )Hipertrofia de amigdalas (  )Pontos purulentos (

)Wesiculas ( )Ulceras
Presenca de tiragem: ( )N&o ( )Intercostal ( )Supraclavicular ( )Subdiafragmatica
Ausculta pulmonar: () Néo realizada ( )Normal ( )Sibilos ( )Roncos ( )Estertores ( )Estridor

Raio-X de torax: () Néao solicitado ( ) Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado intersticial
() Hiperinsuflagdo pulmonar ( )Outros:
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Hipotese diagndstica da doenca atual:

Tratamento instituido pelo médico

Paciente fez uso de medicag&o no hospital durante o atendimento: ( )N&do ( )Sim

(' )Antitérmico (' )Aerossol ( )Salbutamol (' )Corticoide (' )Adrenalina

() Outros:

Medicacdo prescrita para casa: (  )Ndao ( )Sim

(' )Antitérmico (" )Aerossol (' )Corticoide (" )Antibidtico

( )Outra:

Destino do paciente: () Retornou p/ casa ( )Internamento no HIAS ( )Encaminhamento para outro hospital, identificar
o hospital: () Obito

Observagoes:




APENDICE B
TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Vacinacéo de criancas de mais de seis meses a dois anos nas campanhas de vacinacéo
contra influenza: impacto dessa a¢éo na salde de criangas de Fortaleza

Seu filho (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa com a finalidade de conhecer
0 impacto das infeccGes hospitalares respiratdrias virais em criancas hospitalizadas. Estas
infeccbes causam um aumento na permanéncia hospitalar e podem complicar o estado de
salde da crianca. A participacdo do seu filho é muito importante para nés. Este documento
contém informacdes sobre como estaremos realizando nosso trabalho, leia-0 atentamente e

qualquer duvida teremos o prazer de esclarecé-las.

Eu,
portador do RG: e do CPF nascido
em / / concordo livre e espontaneamente que meu filho

nascido em /

participe do estudo “Vacinagdo de criangas de mais de seis meses a dois anos nas campanhas
de vacinagdo contra influenza: impacto dessa agdo na satde de criancas de Fortaleza”.
Declaro que obtive as informacgfes necessarias acerca deste estudo e que as minhas davidas
foram esclarecidas.
Estou ciente de que:

I) Este estudo tem por objetivo avaliar a frequéncia das infeccdes respiratorias agudas
hospitalares causadas por virus em criangas hospitalizadas;

I) Sera realizada a coleta de secrecdo nasal atraveés de aspiracdo com uma sonda. Esse
procedimento é indolor, mas pode causar incbmodo, fazendo com que pacientes de
pouca idade como as criancas chorem. Dificilmente um pequeno sangramento na
mucosa nasal pode ocorrer, mas é facilmente controlado pelo uso de um tampéo de
algodéo;

I11) A participagdo do meu filho (a) neste estudo ndo é para fins terapéuticos e ndo tera
nenhum custo para mim;

IV)Tenho a liberdade de desistir a qualquer momento sem a necessidade de dar
explicacéo;

V) A minha desisténcia ndo acarreta nenhum prejuizo ou interferéncia no atendimento ou
no tratamento do meu filho.

VI)Os resultados serdo sigilosos, mas concordo que sejam divulgados em publicacGes
cientificas desde que a identidade do meu filho nédo seja revelada;

VII) Caso deseje poderei saber os resultados do estudo. Obs: marque com um X;

() sim, desejo conhecer os resultados;



() néo desejo conhecer os resultados.

Fortaleza

Responsavel:

de de 20

Testemunha 1 :

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Médico Responsavel:

Nome / RG / Telefone

Prof. Responsavel pelo Projeto:

Dra Fernanda Edna Araujo Moura
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ANEXO A

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

COMITE DE ETICA EVi PESQUISA

ﬂ-c'_?} Fua Terulang Sales 544 = Vila Unifo - Fortaleza - Ceard
SECRETARIA DA SAUDE DO CEARA S FoneFax; (85) 31014212 - 3101 4283

b R S S T i T R e e T T L g S o L e 3 T B e
Fortaleza, 17 de dezembro de 2009,

HOSMTAL IHF#NTII ,
ALBERT SABIN /&

Registro no CEP: 070/08
Data da Aprovacao: 17/12/2008
Titulo do Projeto: "Pneumonias adquiridas na comunidade de eficlogla viral em criancas
atendidas por doenga respiratoria aguda no Hospital Infantil Albert Sabin:
prevaléncia, apresentacies clinicas e complicapfes”

Pesquisadora Responsavel: Femanda Edna Araljo Moura

Instituigio | Servigo: Universidade Federal do Ceard

Levamos ao conhecimento de V. 5% que o Comité de Etica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin - Secretaria da Salide do Estado do Ceara, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Salde - Ministério da Salde, Resolugio n® 186, de 10 de outubro de 1986, aprovou o
prejeto supracitado,

0 pesquisador devera apresentar uma copia do relatério final ao Comité de
Etica em Pesquisa,

—1
Regina Lucia Ribeiro Moreno
Coord®, do Comité de Efica em Pesquisa




ANEXO B

HOSPITAL INFANTIL COMITE DE ETICA EM PESQUISAS
ALBERT SABIN 60410-760 — Fﬂdalaza?i_:.laa ! EFrDt‘rjlllla?-TI;i?:g;&:'!15;:4_2\;’33-1.12:-'?2”. cep@hias ce.gov.br

SECRETARIA DA SAUDE DO CEARA

Fortaleza, 12 de junho de 2013

Registro no CEP HIAS: 024/2013
Data da Aprovacgao: 12/06/2013

Titulo do Projeto: “Inclusdo das criangas na faixa etaria de seis meses a dois
anos nas campanhas da vacinac¢ao de influenza: impacto dessa acao na salde
de criancas de Fortaleza"

Titulo Piablico da Pesquisa: "Vacinagéo de criangas de mais de 6 meses a 2
anos de idade contra influenza: impacto dessa agao preventiva"

CAAE:12248713.5.0000.5054
Pesquisadora Responsavel: Fernanda Edna Aratjo Moura

Instituigdes: UFC e HIAS

Levamos ao conhecimento de V. S? que o Comité de Etica em
Pesquisa - CEP do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria da Sadde do
Estado do Ceara, dentro das normas que regulamentam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional de Saide — Ministério da Saude, Resolugéo
n° 196, de 10 de outubro de 1996, acatou o parecer de aprovagao N° 262.143
do projeto supracitado emitido pelos CEP da Universidade Federal do Ceara -
UFC (PROSPEQ).

A pesquisadora devera apresentar uma copia do relatério final ao

Comité de Etica em Pesquisa.

. r}/," /._.4‘ l
Regina Lucia.Ribeiro Moreno
Coord?. do Comité de Etica em Pesquisa



