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RESUMO

O Streptococcus (S.) pneumoniae é considerado como o principal agente causador de
morbidade e mortalidade em criancas menores de cinco anos de idade. Todas as doencas
pneumocdcicas comecam com o estabelecimento da colonizagdo do S. pneumoniae na
nasofaringe, podendo progredir para doencga invasiva se as barreiras naturais forem cruzadas.
Nas ultimas decadas, o aumento do nimero de cepas de S. pneumoniae resistentes a
antibioticos p-lactdmicos e a outras classes de antimicrobianos tem dificultado o tratamento
da infeccdo pneumococica. Atualmente cerca de 13 sorotipos de S. pneumoniae respondem
por mais de 85% dos isolados invasivos. A vacina pneumocdcica polissacaridica conjugada 7-
valente tem sido amplamente recomendada para criangas menores de cinco anos. Os objetivos
desse estudo foram determinar a prevaléncia de S. pneumoniae em criangas portadoras, a
frequéncia de isolados de S. pneumoniae de individuos com infeccéo sistémica, o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos e os sorotipos mais comuns, em Fortaleza, Brasil. Os isolados
de portadores foram recuperados a partir de swabs de nasofaringe de criancas usuarias de
creches, enquanto que os isolados de infecgdo sistémica foram cedidos pelo LACEN-CE.
Foram realizadas as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) para penicilina e ceftriaxona
para todos os isolados, e levofloxacina apenas para os isolados de nasofaringe. Os pontos de
corte das CIM foram determinados de acordo com o CLSI (2007). As sorotipagens dos
isolados sistémicos foram realizadas pela reacdo de Quellung, enquanto que a genotipagem
capsular dos isolados de portadores foi realizada pela técnica de multiplex PCR. De 215
criangas usuérias de creches, foram isolados S. pneumoniae em 152 (71%). As CIM de 137
isolados de portadores mostraram uma taxa resisténcia de 71% para penicilina e de 21% para
ceftriaxona. N&o houve resisténcia nos testes com levofloxacina. Comparado a um estudo
similar, realizado ha 10 anos, em Fortaleza, nossos resultados apresentaram um aumento
significativo nas taxas de resisténcia a penicilina e ceftriaxona. De 26 isolados de nasofaringe
que apresentaram resisténcia plena, apenas, seis isolados (23%) tiveram a genotipagem
capsular identificada por multiplex PCR. A incidéncia de isolados invasivos neste estudo por
ano, foi de, aproximadamente, 1 caso/100.000 hab. Dos 52 isolados, 42% apresentaram
resisténcia & penicilina e 13,5% a ceftriaxona. Os sorotipos mais comuns dos isolados
sisttmicos foram 19F (12%), 14, 3, 6A (8% cada), 4, 18C e 9V (6% cada), com cobertura
estimada, tanto para vacina pneumococica conjugada 7-valente quanto para a 10-valente, de
31,8%.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, portador, infeccdo, resisténcia a antibidticos,
sorotipagem.
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ABSTRACT

Streptococcus (S.) pneumoniae is considered the principal causative agent of morbidity and
mortality in children younger than five years of age. All pneumococcal diseases are initiated
by establishing a S. pneumoniae colonization in nasopharynx, the disease progressing to
systemic disease if natural barrier are crossed. During the last decades, the increasing amount
of resistant S. pneumoniae strains to beta-lactams and other classes of antimicrobials has
modified the treatment of pneumococcal infection. At present, nearly 13 serotypes respond for
more than 85% of invasive isolates. The 7-valent polysaccharide-conjugated pneumococcal
vaccine has been widely recommended for use in children younger than five years. The aims
of this study were to determine the S. pneumoniae carrier in children, the frequence of
serotypes from systemic infection patients, the susceptibility profile to antimicrobials in
Fortaleza, Brazil. Carrier state isolates were recovered from nasopharyngeal swabs from
children attending day-care center facilities, while the isolates from systemic infection
fournished by LACEN-CE. Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) to penicillin and
ceftriaxone were assessed for all isolates, and levofloxacin MIC only from nasopharyngeal
isolates. MIC cut-offs were determined according to CLSI standards (2007). Serotyping of
systemic isolates was performed by Quellung reaction, while capsular genotyping of carrier
isolates was performed by multiplex PCR assay. OF 215 children attending day-care centers,
152 S. pneumoniae isolates were identified (71%). Penicillin MIC showed 71% of resistance,
and for ceftriaxone, 21% of resistance. No resistance was found for levofloxacin MIC testing.
When compared to a 10-year old similar study in Fortaleza, our results have shown a
significant increase of penicillin and ceftriaxone resistance rates. Of 26 isolates tested, only
six nasopharyngeal isolates (23%) were positively genotyped by multiplex PCR. The
incidence of invasive isolates was 1/100,000 inhab. per year. Of 52 systemic isolates
serotyped, 42% were penicillin-resistant, and 13.5% were ceftriaxone-resistant. Systemic
serotypes identified were 19F, 3, 6A, 4, 18C and 9V, with a estimated coverage by the 7-

valent and 10-v pneumococcal polysaccharide conjugated vaccines of 31.8%.

Key-words: Streptococcus pneumoniae, carrier state, infeccion, drug resistance, serotyping.
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1. INTRODUCAO

A microbiota normal da nasofaringe dos seres humanos constitui um reservatorio de
potenciais patdgenos do trato respiratorio (FADEN et al, 1990; MONTEROS et al, 2007) e o
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), uma bactéria da familia Streptococcaceae, é um
desses encontrado na nasofaringe de individuos saudaveis (VIEIRA et al, 2007). Embora a
colonizacdo neste local seja assintomaética, se esta bactéria ganha acesso a partes das vias
aéreas normalmente estéreis segue-se uma rapida resposta inflamatéria que pode resultar em
doencga. (KADIOGLU et al, 2008).

O S. pneumoniae pode causar uma variedade de doengas, incluindo doencas invasivas,
como meningite, bacteremia e pneumonia, bem como doengas ndo invasivas como, otite
media e sinusite (CDC, 1997). Os fatores que permitem que 0 pneumococo migre da
nasofaringe e cause doenga invasiva variam, e dependem da viruléncia do microrganismo, do
estado imune do hospedeiro e da existéncia de uma infeccdo viral precedente. Criancas
menores de dois anos, idosos, pacientes imunocomprometidos, pacientes asplénicos,
alcoolismo e pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica apresentam um maior risco
de contrair doenca pneumocdcica. (RIVERA-OLIVERO et al, 2007). Segundo Monteros e
colaboradores (2007), 65% das infecgBes pneumococicas ocorrem em criangas menores de
dois anos e que este nimero aumenta para 85% em criangas menores de quatro anos de idade.

O S. pneumoniae € considerado como o principal agente causador de morbidade e
mortalidade, com cerca de 1,2 milhGes de mortes por ano representando 9% das mortes nos
paises em desenvolvimento (NUNES et al, 2005; MYERS e GERVAIX, 2007). Na América
Latina, 150.000 criangas menores de cinco anos de idade morrem de pneumonia
pneumocdcica a cada ano, e aproximadamente 90% dessas mortes ocorrem nas regides mais
pobres do continente (REY et al, 2002).

Nos Estados Unidos da América (EUA), o S. pneumoniae causava anualmente cerca
de 3.000 casos de meningite, 50.000 casos de bacteremia, 500.000 casos de pneumonia e sete
milhGes de casos de otite aguda, em média (FRASER et al, 2001).
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Até a década de 1960 os antibioticos B-lactamicos foram amplamente utilizados para o
tratamento de infecgBes pneumocdcicas, pois se acreditava até entdo na sensibilidade
universal do S. pneumoniae e também por causa da crenca de que o0s estreptococos ndo
possuiam mecanismos para o desenvolvimento de resisténcia clinicamente significativa. No
entanto, houve claramente uma subavaliagdo da capacidade evolutiva e adaptativa do
S. pneumoniae. Desde a primeira descri¢do de pneumococo resistente & penicilina em Boston,
em 1965, e especialmente na Ultima década (década de 1990), o problema da resisténcia
pneumocdcica tornou-se um motivo de grande preocupagdo no mundo, uma evolucdo
geralmente atribuida a um consumo extensivo de antibidticos. A vigilancia de resisténcia
pneumocdcica entre os isolados de nasofaringe de criangas tem sido uma maneira prética e
atil de estimar a prevaléncia de isolados resistentes em uma comunidade (BAQUERO et al,
2002; STRATCHOUNSKI et al, 2006; KATSAROLIS et al, 2009).

Mais de 90 sorotipos de pneumococos j& foram identificados com base nas diferencas
antigénicas das capsulas polissacaridicas. A distribui¢do destes sorotipos varia de acordo com
a faixa etéria, sintomas clinicos e &rea geogréfica. A prevaléncia regional de determinados
sorotipos destaca a importancia de se conhecer 0s sorotipos prevalentes em cada regido.
(VIEIRA et al, 2007). Assim, é necessario monitorar continuamente a frequéncia relativa e a
distribuicdo de sorotipos de pneumococos em cada regido, para projetar a formulacdo de
vacinas mais eficazes (LAUDERDALE et al, 2006).

1.1. Historico, Classificacdo e Caracteristicas Bacterianas

Em 1881 dois microbiologistas, George Miller Sternberg nos EUA e Louis Pasteur na
Franca descreveram independentemente de isolamento da saliva humana, bactérias cocoides
dispostas aos pares e com forma semelhante a lancetas. Na verdade, cada pesquisador havia
descrito 0 mesmo organismo: foi nomeado Microbe septicemique de la salive por Pasteur e
Micrococcus pasteuri por Sternberg (WATSON et al, 1993).

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

Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, capsulada em forma de
cocos (lanceolados) pertencente ao género Streptococcus, familia Streptococcacea e medindo
0,5 a 1,25 pum de diametro (DEIBEL; SEELEY, 1974). Costumam permanecer arranjados aos
pares ou dispostos em pequenas cadeias. N&o apresentam atividade de catalase nem de
citocromo oxidase. S80 exigentes quanto a atmosfera de crescimento “in vitro”, pois tém o
crescimento estimulado por um aumento na concentracdo de gas carbénico (CO>) além de um
crescimento otimizado em ambiente de microaerofilia. S&o também exigentes nutricionais e
requerem meios de culturas ricos em vitaminas e proteinas. Em meios de cultura sélido
suplementados com sangue desfibrinado de carneiro crescem como colonias lisas, pequenas,
brilhantes e circundadas com um halo esverdeado de alfa-hemdlise. S&o sensiveis ao
aquecimento a 60°C por 30 minutos, soliveis na presenca de sais biliares e sensiveis a
optoquina (FACKLAM; WASHINGTON, 1991; KONEMAN et al, 2008).

1.2. Patogénese

Todas as doencas pneumocdcicas comegam com 0 estabelecimento da colonizagéo,
isto &, com o estado de portador. Nenhuma das formas comuns de doenga pneumocdcica é
transmitida, o que implica dizer que as caracteristicas de viruléncia dos pneumococos s&o,
provavelmente, adaptagbes que aumentam com a persisténcia do microrganismo no
hospedeiro durante a coloniza¢do (KADIOGLU et al, 2008). A colonizagdo pode progredir
para doenga invasiva se as barreiras naturais forem cruzadas (BOGAERT et al, 2004).

Em um estudo longitudinal em criangas portadoras de S. pneumoniae nos Estados
Unidos, foi reportado que a média de idade de aquisi¢cdo do pneumococo é de seis meses. Nos
primeiros 24 meses de vida, 95% das criancas sdo colonizadas em algum momento e 73%
adquirem pelo menos dois sorotipos. A duracdo do estado de portador diminui com a
sucessiva aquisicdo dos sorotipos de pneumococos, e por isso, é inversamente relacionado
com a idade (OBARO; ADEGBOLA, 2002).

A colonizagéo por S. pneumoniae implica na adesdo do microrganismo a carboidratos
de superficie celular presentes sobre o epitélio integro (ndo inflamado). A aderéncia inicial
dos pneumococos é mediada por proteinas de superficie associadas a parede celular, as

adesinas, principalmente a adesina pneumococica de superficie A (PspA), que interage com
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receptores presentes na superficie das células epiteliais da faringe. Pode ocorrer interagdo com
0 acido siélico da mucosa através da neuraminidase pneumocdcica ou através de ligantes de
superficie celular do pneumococo, que se ligam aos residuos de dissacarideo N-acetil-D-
galactosamina-galactose sobre a superficie das células do trato respiratorio. Além disso, as
proteinas de superficie contribuem para as caracteristicas hidrofobicas e eletrostéticas de
superficie dos pneumococos o que facilita a adesdo as células do hospedeiro através de
interacBes fisico-quimicas (BOGAERT et al, 2004). Outra enzima que facilita a aderéncia e
colonizacdo inicial é a protease IgAl, pois a enzima hidrolisa e inativa a imunoglobulina Al
(lgAl) presente nas mucosas (WEISER et al, 2003).

Em geral, a colonizagdo ndo é seguida de doenca. A conversdo de colonizacdo
assintomatica para doenca invasiva requer a producédo de fatores inflamatdrios locais, como a
interleucina (IL) -1 e do fator de necrose tumoral (TNF). A cascata inflamatéria altera o
namero de receptores e o alvo das células epiteliais e endoteliais para um novo receptor, a
proteina G acoplada ao fator de agregacdo plaquetaria (PAF). Os pneumococos mais
virulentos se ligam ao receptor do PAF através da fixacdo da fosforilcolina presente na parede
celular bacteriana. A ligagcdo a estes receptores induz a internalizacdo do pneumococo e
promove a migracdo intracelular atraves do epitélio respiratério e endotélio vascular,
resultando em doenca invasiva. (VELASCO et al, 1995; OBARO; ADEGBOLA, 2002;
BOGAERT et al, 2004).

A viruléncia do pneumococo tem sido atribuida a varias estruturas, a maioria das quais
esta situada em sua superficie. A capsula é constituida por polimeros de alto peso molecular,
composto por unidades de repeticdo de oligossacarideos, que pode conter entre dois e oito
monossacarideos. Muitos sorotipos possuem componentes &cidos, como &cido D-glucurdnico
ou grupos fosfatos, ribitol ou arabinitol. Em seis sorotipos, a fosforilcolina faz parte dos
polissacarideos capsulares. A capsula polissacaridica é o mais importante fator de viruléncia
do pneumococo, porque protege a bactéria da fagocitose. A estrutura quimica da capsula e,
em menor escala, a sua espessura determina a habilidade diferencial dos sorotipos de
sobreviver na corrente sanguinea e, possivelmente causar doenca invasiva. Existem diferencas
entre os sorotipos em termos de ativacdo da via alternativa (C3) do complemento, - fixagéo e
ativagdo em cascata dos componentes do sistema complemento com lise bacteriana — a
deposicdo e degradacdo dos componentes do complemento na capsula, resisténcia a
fagocitose e a capacidade de induzir anticorpos (VELASCO et al, 1995; KONEMAN et al,
2008).
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A camada subjacente & capsula, a parede celular, consiste de polissacarideos e acidos
teicoicos e serve como uma ancora para proteinas de superficie associadas & parede celular. A
parede celular € uma das causas da intensa reacdo inflamatoria que acompanha a infeccédo
pneumocdcica, uma vez que ativa a cascata da via alternativa do sistema Complemento, com
liberacdo de C3a e C5a, que aumentam a permeabilidade vascular, induzem a desgranulagéo
de mastdcitos e recrutam e ativam leucdcitos polimorfonucleares ao local da inflamagdo, e
ainda ativam a producéo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 e TNF) (VELASCO et al, 1995;
BOGAERT et al, 2004; KONEMAN et al, 2008).

Outro importante fator de viruléncia produzido pelos pneumococos é a pneumolisina,
uma proteina que se acumula no interior das células durante o crescimento, sendo liberada
durante a lise celular pela autolisina. A pneumolisina interage com o colesterol nas
membranas celulares de uma variedade de células hospedeiras, produzindo poros e levando a
lise das células. A pneumolisina também inibe a atividade bactericida de células fagociticas,
interrompe a motilidade das células epiteliais ciliadas do trato respiratorio, estimula a
producdo de citocinas pelos macréfagos (particularmente IL-1, IL-8 e TNF) e ativa a via
classica do sistema complemento. A autolisina, uma amidase, € uma enzima que hidrolisa a
camada de peptidoglicano em um sitio especifico, entre o &cido N-acetil murdmico e o residuo
de alanina da ligacdo peptidica, liberando dessa forma a pneumolisina para o meio
extracelular, assim como fragmentos da parede celular (VELASCO et al, 1995; KONEMAN
et al, 2008).

Como a inflamacéo é responsavel por induzir a maioria dos sintomas da doenca
pneumocdcica, este grupo de fatores de viruléncia pode, dessa maneira, ser diretamente
responsavel pela mortalidade e morbidade causada pelo pneumococo apds o inicio da
infeccdo (VELASCO et al, 1995).

1.3. Epidemiologia

O nicho ecoldgico de S. pneumoniae é a nasofaringe de humanos (NUNES et al,
2005), e principalmente das criancas. Esta colonizacdo € transmitida de individuo portador a
ndo-portador através de goticulas respiratdrias. Os isolados de nasofaringe em criangas sadias
tém um potencial de tornarem-se invasivos e causar infecgdo sistémica ou serem aspirados e

causarem pneumonia comunitaria ou otite média aguda (SCHULTZ et al., 2006).
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A condicédo de portador de pneumococo na nasofaringe € o maior fator de transmisséo
horizontal da doenca pneumocdcica na comunidade (MALFROOQOT et al, 2004; LAVAL et al,
2006). Os fatores de risco que elevam a taxa de portador nas criangas sdo afetados pelos
fatores ambientais e pelos fatores sdcioecondmicos, incluindo o nimero de irméos, renda,
exposicao aos antibiodticos, o tabagismo dos pais e, principalmente a utilizacdo de creches,
devido a aglomeracdo (BOGAERT et al, 2004; CHEN et al, 2007). Entre os adultos, a
disseminacdo da colonizagdo ou infeccdo de S. pneumoniae foi documentada em campos
militares, prisdes e enfermarias (PALLARES et al, 2003).

Na América do Sul a taxa de colonizagdo varia de 10% (regido Sudeste do Brasil,
2001) a 66% (Quito, Equador, 2002) (CARDOZO et al, 2006). A taxa de coloniza¢do em
criangas, no Brasil, varia de 30 a 50% (FONSECA et al, 2005).

Em um estudo com criancas saudaveis e usuarias de creches, realizado ha 10 anos, em
11 creches do municipio de Fortaleza, Rey e colaboradores (2002) encontraram uma taxa de
colonizagéo por S. pneumoniae de 72%.

Estima-se que cerca de um milhdo de criangas morrem de doenca pneumocdcica a
cada ano, a maioria nos paises em desenvolvimento e menores de cinco anos de idade. Poucos
dados estéo disponiveis sobre a morbidade e mortalidade pneumocécica em adultos em paises
em desenvolvimento, mas a taxa presumida e bastante elevada (HAUSDORFF et al, 2007).

Em criangas menores que cinco anos de idade, a incidéncia anual de doenca invasiva
pneumocdcica (DIP) varia aproximadamente de 10 a 100 casos/100.000 habitantes (hab.).
Para a meningite pneumocdcica, em particular, a incidéncia relatada na populagéo geral é de
1-2 cas0s/100.000 hab. em paises desenvolvidos, aumentando para 20 casos/100.000 hab. em
paises em desenvolvimento. A maior incidéncia é em criancas menores de dois anos de idade,
e, especialmente, nos paises em desenvolvimento em criancas menores de seis meses
(HAUSDOREFF et al, 2007).

No Brasil, em um estudo multicéntrico, realizado em um periodo de 12 anos (1993-
2004) de vigilancia de doenga pneumocdcica e realizado por Brandileone e colaboradores
(2006), entre os 6470 isolados de S. pneumoniae invasivos identificados, 69,3% foram
recuperados de liquido cefalorraquidiano (LCR), 19,1% de pneumonia invasiva e 11,6% de
bacteremia ou sepse, artrite ou abscesso abdominal. Os dados sobre a idade do paciente
estavam disponiveis em 5520 isolados, dos quais 42,8% eram menores de cinco anos de
idade.
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1.4. Resisténcia a Antimicrobianos

A descoberta e a introdugdo da penicilina na terapéutica antimicrobiana provocaram
uma mudanga no prognéstico das doengas infecciosas e mais particularmente em relacdo as
infeccBes pneumocdcicas. Na era pré-antibidtica a letalidade causada pela pneumonia
pneumocdcica era de cerca de 20%, aumentando para 50% nos casos com sepse e para 80 a
100% na meningite pneumocdcica. O emprego terapéutico da penicilina G (benzilpenicilina)
fez esses indices cairem para 5%, 20% e 20-30%, respectivamente (TAVARES, 2000). Por
mais de 25 anos a penicilina permaneceu como a principal droga ativa contra pneumococo,
mas o0s 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 & penicilina tinham se espalhado
por todo o mundo (CAMARGOS et al, 2006).

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

Nas Ultimas décadas, o aumento do nimero de cepas de S. pneumoniae resistentes a
penicilina, a outros antibidticos B-lactdmicos e a outras classes de antimicrobianos tem
complicado o tratamento da infec¢do pneumocdcica (HSIEH et al, 2009). O frequente uso de
antibioticos em criancas tem sido identificado como o maior fator de risco para a selecdo de
resisténcia em pneumococos (BRANDILEONE et al, 2006).

A penicilina é importante para o tratamento da pneumonia pneumocdcica e seu baixo
custo favorece a sua utilizagdo nos paises em desenvolvimento. Infelizmente, a eficicia da
penicilina estd ameagada pelo aparecimento de cepas de S. pneumoniae resistentes
(CAMARGOS et al, 2006).

A definicdo de resisténcia do S. pneumoniae a penicilina é dada pela avaliacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM). Até 2007, as cepas que apresentavam a CIM <0,06
pg/ml eram consideradas sensiveis, CIM entre 0,12-1,0 pg/ml, resisténcia intermediaria, e
CIM >2 pg/ml, resisténcia plena (CLSI, 2007), porém a partir de 2008, houve uma mudanca
de ponto de corte para penicilina para as cepas isoladas de meningite, as que apresentassem a
CIM <0,06 pg/ml eram consideradas sensiveis, mas as que apresentassem a CIM >0,12
pg/ml, j& eram consideradas resistentes, sem que houvesse ponto de corte intermediario
(CLSI, 2008).
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As penicilinas e os outros antibidticos p-lactdmicos apresentam atividade bactericida
contra 0 S. pneumoniae. Especificamente, esses antibidticos se ligam as enzimas
transpeptidases, ou proteinas ligadoras de penicilinas (PLPs), envolvidas na montagem e
metabolismo do peptideoglicano da parede celular bacteriana, inibindo, assim, as ligagdes
cruzadas das cadeias de peptideoglicano (MORENO; CASTANEDA, 2003; ROGERS et al,
2007).

A resisténcia & acdo das penicilinas nos pneumococos é mediada por genes
cromossdmicos, que sofrem mutacbes sucessivas no cddigo genético que comandam
alteracOes nas proteinas ligadoras de penicilinas, as PLPs 1a, 1b, 2x, 2a, 2b e 3 e que passam
a apresentar baixa afinidade de ligagdo com as penicilinas (ROSSONI et al, 2008). Estas PLPs
alteradas apresentam também baixa afinidade para outros antibioticos beta-lactamicos, mas,
nos pneumococos com resisténcia intermediaria, as cefalosporinas da segunda e da terceira
geracOes e as carbapenemas ainda tém afinidade de ligagdo e exercem agdo antimicrobiana.
Contudo, nas cepas que apresentam resisténcia plena, que tém maior alteracéo nas PBPs 1a,
2b e 2x, ocorre elevada resisténcia também para as cefalosporina e carbapenemas.
Considerando que a resisténcia do S. pneumoniae ndo se deve a producédo de beta-lactamases,
a associagdo de inibidores destas enzimas a antibidticos beta-lactamicos, como, por exemplo,
a associacdo amoxicilina com acido clavulanico, ndo oferece qualquer vantagem no combate
as cepas resistentes (KLUGMAN, 1990; TAVARES, 2000; MORENO; CASTANEDA, 2003;
CAMARGOS et al, 2006; ZETTLER et al, 2004).

Os pneumococos com elevada resisténcia as penicilinas freqlientemente mantém a
sensibilidade as fluoroquinolonas antipneumocdcicas (levofloxacina, esparfloxacina,
clinafloxacina e outras) e aos glicopeptideos. Desta maneira, essas drogas representam
alternativas terapéuticas para infecgOes causadas por estas cepas resistentes: as
fluoroquinolonas para as infeccdes respiratorias e a vancomicina e a teicoplanina para as
infecgdes sistémicas (TAVARES, 2000).

As fluoroquinolonas atuam inibindo as topoisomerases tipo Il (DNA girase) e
topoisomerase 1V, que interferem na sintese do acido desoxirribonucléico (DNA) bacteriano
(PINOS et al, 2000). As fluoroquinolonas mais novas tém uma atividade reforgada contra
patdgenos respiratorios e estdo sendo mais amplamente utilizadas. A levofloxacina, a primeira
das fluoroguinolonas da nova geracdo, tem sido disponibilizada extensivamente ja ha alguns
anos (PALLARES et al, 2003). Recentemente, vém sendo registradas cepas de pneumococos
que apresentam modificagOes de suas topoisomerases e apresentam um mecanismo de efluxo
que as tornam resistentes também as novas FQ (TAVARES, 2000).
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Estudos apontam percentuais de resisténcia a penicilina que superam 50% em paises
como Japdo, Tailandia, Vietnd e Coréia (SONG, et al.1999), 60% na Espanha (BAQUERO et
al, 1999), 35% nos Estados Unidos (DOERN, 2001) e 11% no Canadd (GREENBERG et al,
2002). Na América Latina, Brasil, a taxa de resisténcia a penicilina varia de 1,4% na regido
Norte (ROSSI et al, 2001) a 49% em Fortaleza, Ceara (REY et al, 2002).

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

Rey e colaboradores (2002), em um estudo realizado em Fortaleza em 1998, com 441
isolados de S. pneumoniae de nasofaringe de criangas com pneumonia e criangas sadias
usudrias de creches e postos de vacinacéo, encontraram uma taxa de resisténcia a penicilina de
49%, e de resisténcia a ceftriaxona de 3,2%.

Em 1993, o Sistema Regional de Vacinas (SIREVA) foi implementado no Brasil,
patrocinado pela Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e pelo Ministério da Saude
do Brasil. Este projeto é responsavel pela vigilancia laboratorial do S. pneumoniae na
América Latina, contribuindo significantemente para a investigagdo dos niveis de resisténcia
aos antimicrobianos comumente usados e dos sorotipos prevalentes em cada area (VIEIRA et
al, 2007).

Segundo dados do SIREVA, houve um grande aumento da resisténcia a penicilina, no
Brasil, entre os anos de 1993 (10%) e 2006 (33,3%). A figura 1. mostra a evolucéo da

resisténcia dos pneumococos a penicilina, por ano.
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ER: >=2.0ug/ml ml: 0.1-1.0ug/ml (CLSI, 2007)
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Figura. 1 — Resisténcia a penicilina no Brasil por ano. R: resisténcia plena; I: resisténcia
intermediéria.

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

1.5. Sorotipos

Existem 91 sorotipos de S. pneumoniae imunologicamente distintos identificados
atualmente, diferindo na composicdo quimica dos seus polissacarideos capsulares
(HAUSDORFF et al, 2005). Porém, cerca de quinze sorotipos parecem causar a maioria das
doencas invasivas. Na América Latina, 13 sorotipos correspondem a mais de 85% dos
isolados invasivos (DIAS et al, 2007).

Estudos da distribuicdo dos sorotipos dependem da sorotipagem convencional (Reagéo
de Quellung) para determinacgéo direta dos sorotipos de S. pneumoniae (DIAS et al, 2007). A
reacdo de Quellung se baseia na capacidade de o soro hiperimune especifico reagir com a
capsula da bactéria em suspensdo (HENRICHSEN, 1995). Os sorotipos sdo classificados
segundo o sistema de nomenclatura dinamarquesa, que leva em consideragcdo as
caracteristicas imunoldgicas e antigénicas dos polissacarideos capsulares. O grupo ¢é
denominado por numeros e o tipo por letras maidsculas, e a combinacdo destes identifica cada
sorotipo diferente (LUND, 1970, HENRICHSEN, 1979).

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

A producdo da capsula é largamente controlada por genes responsaveis pela sintese
dos polissacarideos capsulares, localizados no locus cps. Esse locus se encontra entre 0s genes
dexB e aliA, que ndo participam da biossintese da capsula. Os quatro primeiros genes (CpsA-
D) sdo conservados em muitos sorotipos, porém apenas o0 primeiro gene capsular , cpsA, €
conservado em mais de 90% dos tipos capsulares sequenciados, enquanto que a parte central
do loci contém os genes que codificam os polissacarideos especificos da capsula (Figura 2), e
que servem de base para a diferenciacdo dos pneumococos por PCR (GARCIA, et al, 2000;
PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007; KADIOGLU et al, 2008).
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Figura 2. Organizacéo genética da regido do DNA do S. pneumoniae que contém o cluster
dos genes capsulares de diferentes genotipos. As regides que apresentam mais de 90% de
nucleotideos idénticos sdo representadas pelas mesmas cores e sombreamento.

Adaptada de GARCIA, et al, 2000.
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A distribuicéo dos sorotipos de S. pneumoniae isolados de nasofaringe varia um pouco
de acordo com o pais e faixa etaria. A Europa e 0 EUA mostram distribuicdo dos sorotipos
similares, com pequenas diferencas entre os sorotipos. Por exemplo, na Holanda, os sorotipos
19F, 6B, 6A, 9V e 23F sdo encontrados com mais frequéncia entre criangas menores de 3
anos de idade. Na Grécia, 0s sorotipos predominantes entre criancas menores de 2 anos de
idade sdo 6B, 19F, 23F, 14 e 18C. Nos EUA os sorotipos mais comuns séo o 6B, 14, 19F e
23F (BOGAERT et al, 2004).

No continente africano, no Quénia, 0s sorotipos mais comuns encontrados foram o 13,
15, 14, 6B e 19F. Na Africa do Sul, semelhante distribui¢do foi encontrada, com exce¢éo do
sorotipo 13, que ndo foi encontrado (BOGAERT et al, 2004).

Na América do Sul, os sorotipos mais prevalentes sdo o 14, 5, 1, 6A/B, 23F, 7F, 9V,
19F, 18C, 19A e 9N (CAMARGOS et al, 2006). No Brasil, a distribuicdo dos sorotipos mais
prevalentes, segundo um estudo realizado de 1993-1999, séo o 14, 6A/6B, 1, 18C, 5, 23F, 19F
e 9V (DI FABIO et al, 2001). Segundo o SIREVA, os sorotipos que mais se relacionam com
resisténcia a penicilina, no Brasil, estdo representados na figura 3. Em Fortaleza, segundo Rey

et al (2002), os sorogrupos mais comuns encontrados foram o0 6, 19, 23 e 14.
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Figura 3. Sorotipos de S. pneumoniae associados a resisténcia & penicilina (CLSI, 2007),
periodo de 2000-2006, em criangas < 6 anos. S: sensivel; IR: resisténcia intermediaria; R:
resistente.

Adaptado de www.paho.org/spanish/ad/fch/im/17-Brandileone_SIREVA_Brasil.pdf
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1.6. Vacinas Pneumocécicas

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

Duas vacinas pneumocicicas estdo atualmente disponiveis: a mais antiga, a vacina
polissacaridica 23-valente e a vacina polissacaridica conjugada 7-valente (ASLAN et al, 2007,
VIEIRA et al, 2007)

A vacina 23-valente, preparada a partir de polissacarideos purificados, contém os
seguintes polissacarideos capsulares 1, 2, 3, 4, 5,6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F. Apesar da vacina ter uma cobertura de 85-95%
contra os polissacarideos das cepas circulantes na populacéo, ela ndo é recomendada para
criangas menores de dois anos de idade. Criangas nessa faixa etaria possuem um sistema
imunolégico imaturo, incapaz de responder com eficiéncia a essa vacina, pois ela provoca
uma resposta imunoldgica na célula T-independente contra o polissacarideo capsular do
pneumococo (VELASCO et al., 1995; OBARO; ADEGBOLA, 2002)

Os linfdcitos T, que ndo reconhecem antigenos ndo protéicos (como os polissacarideos
capsulares), s6 reconhecem peptideos e s6 respondem aos mesmos quando s&o processados e
apresentados via moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC), presentes nas
células apresentadoras de antigeno (APC). Dessa forma, os polissacarideos sdo reconhecidos
apenas pelos lifocitos B, que produzem anticorpos de baixa afinidade, principalmente
imunoglobulina M, sem geracdo de linfécitos B de memoria (BOGAERT et al, 2004; LIN et
al 2006; ASLAN et al, 2007; VIEIRA et al, 2007; PLETZ et al, 2008). A vacina 23-valente é
recomendada para idosos (maiores de 65 anos de idade) ou criangas com mais de 2 anos de
idade com alto risco de desenvolver doenca pneumocdcica invasiva, ou seja, que apresentam
doencas como insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar obstrutiva cronica, esplenectomias e
imunodeficiéncias (BOGAERT et al, 2004; VIEIRA et al 2007; FLAMAING, 2008).

A vacina pneumocadcica polissacaridica conjugada 7-valente, licenciada desde o ano
2000 em varios paises, inclui os seguintes sorotipos: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Essa
vacina possui polissacarideos capsulares conjugados a uma proteina carreadora do toxoide
diftérico (CRM197), tornando-se, dessa maneira, altamente imunogénica, pois € capaz de
provocar uma resposta imunoldgica do tipo célula T-dependente (PLETZ et al., 2008).

A proteina conjugada aos polissacarideos capsulares € processada em peptideos pelas
APC. Os peptideos sdo apresentados aos linfocitos T CD4"* via MHC de classe 11, na presenca

de moléculas co-estimulantes, o que resulta na proliferacdo e expansao de células T efetoras
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(padrédo de resposta Th2). Esses linfocitos T efetores ao entrar em contato com o peptideo via
MHC dos linféctitos B, também na presenca de moléculas co- estimulantes, sdo ativados e
passam a produzir citocinas (IL-4, IL5 e IL6) que sdo responsaveis por estimular os linfocitos
B em se diferenciar em plasmacitos, produtores de imunoglobulina G, a gerar de células B de
memoria (PLETZ et al., 2008).

A vacina conjugada 7-valente tem sido amplamente recomendada para criangas
menores de 5 anos sadias e para criancas de até 8 anos apresentando determinadas condicdes
de alto risco de adquirir doenca pneumocdcica (por exemplo, anemia falciforme,
imunodeficiéncia ou doencgas cronicas cardiacas, renais, hepéaticas ou pulmonares). Além de
ser altamente imunogénica, esta vacina inclui a maioria dos sorotipos de pneumococos
associados a resisténcia aos antimicrobianos (BRANDILEONE et al, 2006; FARREL et al,
2007; VIEIRA et al, 2007; FLAMAING, 2008; PLETZ et al, 2008). Em criangas menores de
5 anos de idade, a maior cobertura dos sorogrupos da vacina 7-valente foi relatada nos EUA,
Canadé e Austrélia (80-90%), seguida pela Europa e Africa (70-75%), América Latina (em
torno de 65%) e Asia (aproximadamente 50%) (BOGAERT et al, 2004; HAUSDORFF et al,
2005). O impacto potencial desta vacina sobre as cepas invasivas isoladas no Brasil é de
aproximadamente 60% (BRANDILEONE et al., 2003). Embora essa vacina esteja licenciada
no Brasil, ela, ainda, ndo foi introduzida no Programa Nacional de Imunizagédo (PNI)
(BRANDILEONE et al, 2006).

Existem ainda trés formulagGes da vacina conjugada em desenvolvimento, a 9-valente,
que inclui, além dos sorotipos presentes na 7-valente, sdo acrescidos os sorotipos 1 e 5, a 10-
valente, acrescida do sorotipo 7F em relagdo a 9-valente e a 13-valente, acrescida dos
sorotipos 3, 6A e 19A em relacdo a 10-valente. Segundo dados do SIREVA a cobertura
estimada da vacina 7-valente € de 68%, no Brasil, estimando um aumento da cobertura para as
outras formula¢des em desenvolvimento (Figura 04.).

A vacina 10-valente foi aprovada no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (Anvisa). O Brasil sera o primeiro pais a incluir a vacina 10-valente em sua politica
nacional de satde publica em 2010 (CECOVISA ENSP/FIOCRUZ, 2009).
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Figura 4. Impacto estimado da cobertura das vacinas conjugadas (%) 7, 9,10 e 13-valente
frente aos sorotipos encontrados com mais freqiiéncia no Brasil, 2000-2006,< 6 anos.
Adaptado de www.paho.org/spanish/ad/fch/im/17-Brandileone_SIREVA_Brasil.pdf

O presente estudo tem o objetivo de reunir dados epidemiol6gicos em Fortaleza sobre
0s sorotipos dos isolados de S. pneumoniae, tanto de pacientes com infeccéo sistémica quanto
de portadores sadios, correlacionando com a resisténcia a antibioticos. Estes dados servem
tanto para comparacdo com um estudo realizado ha dez anos em Fortaleza (REY et al, 2002),
quanto para fornecer informacdes pré-vacinais, j& que a vacina 10-valente vai entrar no

calendério de vacinagdo nacional a partir de 2010.
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1.7. Pergunta de Partida

- Qual a prevaléncia de Streptococcus pneumoniae em amostras isoladas de criangas sadias
usuérias de creches, em Fortaleza, a frequéncia de S. pneumoniae isolados a partir de
infecgOes sistémicas, o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos pneumococos e 0S

sorotipos mais comuns?

1.8. Hipoteses

e A prevaléncia de Streptococcus pneumoniae em criangas portadoras € alta, pois ha dez
anos, em um estudo similar, Rey e colaboradores (2002), encontraram uma alta
prevaléncia em relacdo a outros locais estudados, e nenhuma medida profilética foi
tomada.

e A frequéncia de S. pneumoniae isolados de infecgOes sistémicas é similar a encontrada
em outros estudos realizados em laboratorios de vigilancia pneumocaocica.

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

e A taxa de resisténcia do pneumococo a penicilina e aos B-lactdmicos aumentou, haja
vista, hd uma tendéncia mundial ao aumento de resisténcia a esses antibiéticos e ndo

existe controle oficial para coibir o consumo abusivo desses fa&rmacos pela populacéo
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia de S. pneumoniae em criangas portadoras, a frequencia de
isolados de S. pneumoniae de individuos com infeccdo sistémica, o perfil de sensibilidade a

antimicrobianos e 0s sorotipos mais comuns, em Fortaleza, Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a taxa de portadores de S. pneumoniae em criangas usuérias de creche.

e Determinar a frequéncia de S. pneumoniae isolados de individuos com infec¢Bes
sistémicas.

e Verificar a resisténcia de S. pneumoniae de isolados de criancas portadoras frente a
penicilina, ceftriaxona e levofloxacina.

e Verificar a resisténcia de S. pneumoniae de isolados de infeccBes sistémicas frente a
penicilina e ceftriaxona.

e Determinar os sorotipos mais comuns em isolados de infec¢Oes sistémicas e em
amostras de portadores.

e Comparar a resisténcia a penicilina e ceftriaxona dos isolados S. pneumoniae de
portadores com um estudo similar realizado ha 10 anos por Rey e colaboradores
(2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das Amostras

3.1.1. Amostras de Portadores Sadios

No periodo compreendido entre julho a outubro de 2008, amostras da nasofaringe
foram coletadas de criancas saudaveis com idade entre 12 a 58 meses. Estas criancas foram
recrutadas randomicamente de 12 creches municipais, onde duas unidades foram sorteadas de
cada uma das seis regionais em que o0 municipio de Fortaleza estd dividido
administrativamente (figura 5.). Foi usado um questionério padrdo com informagdes das
criangas (Anexo I). Cada unidade foi visitada apenas uma vez e uma media de 18 criancas
recrutadas por creche. Por ocasido de cada visita, as mées eram reunidas em uma sala para
que pudessem ser esclarecidas sobre os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios da
participacdo da crianga na pesquisa. Apés esta explanacdo era realizado o convite para a
participacdo de seus filhos no estudo. As criangas eram admitidas somente ap6s assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido pelas mées ou responséveis legais.

Critérios de inclusdo: Criangas saudaveis, com idade entre 12 a 58 meses, usuérias de

creche municipal de Fortaleza.

Critérios de exclusdo: Foram excluidas do estudo as criangas com uso de antibiotico
até 30 dias antes da coleta do material, criancas hospitalizadas por mais de 48 horas nos
ultimos 3 meses, criangas que apresentavam algum sintoma de gripe no dia da coleta (tosse,

coriza ou febre).
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Figura 5. Mapa da cidade de Fortaleza, dividida em seis regionais.

Extraido de: www.solutio360.com/images/stories/fortaleza/Cidade/Bairros_e regionais

_de Fortaleza.png>

3.1.2. Amostras de Individuos com Infeccéo Sistémica

Todos os isolados de S. pneumoniae de individuos com infecgdo sistémica, foram
coletados pelo LACEN-CE , que € o laboratério de referéncia do estado do Cearéa responsavel
pelo recebimento de amostras provenientes do Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas e do
Servico de Verificagdo de Obitos (SVO). Os isolados foram coletados no periodo de janeiro
de 2007 a julho de 2009. As amostras foram transportadas até laboratdrio de Microbiologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal/ UFC, em caixa de isopor contendo gelo seco,
em até no maximo quatro horas, e foram estocadas em freezer -80°C, para posterior

processamento.
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3.2. Coleta do Material de Nasofaringe

A coleta foi feita por bolsistas de iniciacdo cientifica (PIBIC/CNPq) do curso de
medicina e utilizando-se um swab pernasal de haste de ago flexivel e ponta de algodao (CB
Products, Sdo Paulo, Brasil) (STRATCHOUNSKI et al, 2006). O swab foi introduzido no
nariz da crianca até a nasofaringe e foi girado levemente num &ngulo de 180°, retirado
cuidadosamente e mergulhado em meio para transporte Stuart (Figura 6) (MERCK). Os
swabs foram encaminhados para processamento no laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal/ UFC. O tempo decorrido entre coleta e

processamento ndo excedeu a 4 horas.

Swab nasal

- U

Figura 6. Coleta de material da nasofaringe, e conservagdo da amostra em meio de transporte
Stuart.

Adaptado de: www.fiocruz.br/biosseguranca/ctbio/docs/

3.3. Isolamento Bacteriano do Material de Nasofaringe

Os swabs de nasofaringe foram semeados em placas de petri contendo o meio
Brain Heart Infusion (BHI) agar (OXOID) suplementado com sangue desfibrinado de
carneiro a 5% e gentamicina 5ug/mI(SIGMA) e em seguida 0s meios semeados foram
incubados a 36 + 1 °C em microaerofilia (jarra com vela) por 24 horas. Apo6s o periodo de

incubacdo foram selecionadas colbnias isoladas que apresentassem as seguintes
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caracteristicas: coldnias planas com uma zona cinza-esverdeada ao redor (alfa hemolise)
(Figura 7). Estas colonias foram entdo reisoladas em outras placas de Petri contendo o mesmo
meio de cultura, a fim de gerar uma maior massa celular bacteriana para posterior realizagcdo
da coloracdo de Gram, dos testes com disco de optoquina (5ug) e teste rapido de aglutinagao
em latex Slidex®Pneumo-kit (Biomérieux, Paris, Franca). (BAYRAKTAR et al, 2005;
FONSECA et al, 2005; STRATCHOUNSKI et al., 2006; LAUDERDALE et al, 2006;
MATSUMOTO et al, 2007).

Figura 7. Crescimento em agar sangue de coldnias
planas com alfa hemolise ao seu redor, caracteristicas de
S. pneumoniae.

3.4. Identificacao de S. pneumoniae

A identificacdo do S. pneumoniae dos isolados de pacientes sadios usuérios de creche,
foi realizada através da analise da morfologia da col6nia, presenca de alfa hemolise,
caracteristicas microscopicas morfo-tintoriais através da coloracdo de Gram, teste da
sensibilidade a optoquina (5ug) (OXOID) e teste de aglutinacdo rapida em particulas de latex.
Colbnias planas, que apresentaram em sua volta alfa-hemdlise, que microscopicamente,
coradas pela coloragdo de Gram, mostraram-se arranjadas como diplococos Gram-positivos
em forma de lanca, foram selecionadas para o teste da sensibilidade a optopquina
(FACKLAM; WASHINGTON, 1991)
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O teste de sensibilidade & optoquina foi realizado semeando uma cultura recente (24h)

de S. pneumoniae em &gar Mueller-Hinton (DIFCO) suplementado com 5% de sangue

desfibrinado de carneiro e com o auxilio de um swab. Em seguida um disco de optoquina

(5ug) foi aplicado sobre o in6culo semeado e a placa incubada em microaerofilia e a 37°C por

24h. As cepas que apresentaram sensibilidade a optoquina (halo de inibicdo > 14 mm) (Figura

8) foram identificadas como S. pneumoniae (FACKLAM; WASHINGTON, 1991; CLSI,
2007).

O teste da optoquina foi confirmado com o teste soroldgico, que foi realizado retirando
uma algada, com alca de platina, do crescimento bacteriano de 24 horas e realizando uma
emulsdo com o anti-soro em uma lamina de vidro gerando uma reacéo de aglutinagéo. O teste
foi considerado positivo quando as coldnias bacterianas de S. pneumonia ao entrar em contato
com as particulas de latex do teste, que cobrem todos os sorotipos, as sensibilizavam e
gerando uma reacgdo de aglutinacdo (Figura 9). (BAYRAKTAR et al, 2005; FONSECA et al,
2005; STRATCHOUNSKI et al., 2006; LAUDERDALE et al, 2006; LAVAL et al, 2006).

Figura 8. Sensibilidade a optoquina Figura 9. Teste de aglutinacdo em latex

Os isolados sistémicos cedidos pelo LACEN-CE foram previamente identificados
como S. pneumoniae, e por esse motivo foram, apenas, submetidas ao teste de sensibilidade a
optoquina para confirmacéo da identificacéo.
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3.5. Estocagem das Amostras

Apos identificacdo, todas as amostras de portadores e as amostras sistémicas foram
estocadas em caldo BHI (OXOID) com 16% (vol/vol) de glicerol e congeladas a —-80°C em
triplicata para posterior realizagdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos (VIEIRA et al,
2007).

3.6. Teste de Sensibilidade

As drogas escolhidas para avaliagdo da sensibilidade das cepas de S. pneumoniae para
isolados de portadores foram a penicilina (SIGMA), ceftriaxona (SIGMA) e levofloxacina
(PROBAC), enquanto que para as isoladas de individuos com infec¢do sistémica foram a

penicilina e ceftriaxona.

3.6.1. Teste de Microdiluigdo em Caldo

Para as drogas penicilina e ceftriaxona (SIGMA), as CIMs foram determinadas pelo
meétodo da microdiluicdo em caldo. O in6culo foi composto de uma suspenséo, em um tubo
contendo 2 ml de BHI caldo ou solugdo salina 0,9 % estéril, com colbnias recentes, com
turbidez ajustada pelo padrdo 0,5 de MacFarland (cerca de 1,5 x 10° ufc/ml), onde foi
retirado100 pl e colocado em 900 pl de solucdo salina 0,9 % estéril. Os antibidticos tinham
concentracdo inicial de 16 pg/ml e foram diluidos até a concentracdo de 0,06 pg/ml. Foram
utilizadas placas de acrilico para microdiluicdo de 96 pogos, com fundo em U
(BIOSYSTEMS), onde foram colocados 100 pl de caldo Mueller Hinton cation ajustado
(MERCK) com sangue desfibrinado de cavalo de 2% a 5%, 100 pl de antibi6tico, com
concentracdo inicial de 16 pg/ml e 5 pl da suspenséo bacteriana. O ponto de corte das CIM
para penicilina, tanto para isolados de portadores quanto para isolados de infecgdo sistémica,
foram CIM < 0,06 pg/ml, sensiveis, CIM entre 0,12-1 pg/ml, resisténcia intermediaria e CIM
> 2 ng/ml, resisténcia plena. O ponto de corte das CIM para ceftriaxona, tanto para isolados
de portadores quanto para isolados de infecgédo sistémica (exceto meningite), foram de CIM <

1 pg/ml, sensiveis, CIM igual a 2 pg/ml, resisténcia intermediaria e CIM > 4 pg/ml
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resisténcia plena. Para isolados de LCR, os pontos de corte da ceftriaxona foram de CIM <0,5
pg/ml, sensivel, CIM igual a 1 pg/ml, resisténcia intermediaria e CIM > 2 pg/ml resisténcia
plena. Os pontos de corte das CIMs foram determinados de acordo com os padrdes do
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2007). A cepa de S. pneumoniae ATCC 49619
foi utilizada como referéncia da espécie no controle de qualidade. (FONSECA et al., 2005;
STRATCHOUNSKI et al., 2006).

3.6.2. E-test

As CIMs para levofloxacina foi determinada, apenas para os isolados de S.
pneumoniae provenientes de pacientes portadores usuarios de creche. A determinacdo da CIM
foi realizada pela técnica de inibicdo de crescimento em meio &gar sangue contendo uma fita
com gradiente de concentragdo da droga. Esse teste & chamado de epsilometer-test (E-test).
E-test é baseado numa combinagdo dos conceitos de testes de diluicdo e difusdo. Como o0s
métodos de CIM, o Etest quantifica diretamente a sensibilidade antimicrobiana. Mesmo sendo
processado como teste de difusdo em disco, o E-test difere do método disco convencional pelo
uso de um gradiente pré-formado e estavel de antimicrobiano. O E-test consiste numa fita
plastica fina, inerte e ndo porosa de 5mm largura e 50mm de comprimento. Um lado da fita é
marcado com uma escala de leitura de CIM em pg/ml. Um cddigo de letras designa a
identidade do antibidtico. Um gradiente exponencial pré-definido do antibidtico seco e
estabilizado é mobilizado no outro lado da fita. O gradiente reflete uma faixa continua de
concentracdo, que varia de 0.016 a 256 mcg/ml ou 0.002 a 32 mcg/ml.Esta faixa corresponde
a 15 diluicbes num método convencional de CIM. Quando uma fita de Etest é aplicada numa
placa de agar inoculado (inoculo 0,5McFarland semeado com swab na placa em trés
direcBes), ha uma liberacdo imediata do antibidtico da fita para o agar. Apos incubago,
quando o crescimento bacteriano se torna visivel, uma elipse de inibicdo simétrica ao redor da
fita é visualizada. O ponto de corte das CIMs para levofloxacina, foram de CIM <2 pg/ml,
sensivel, CIM igual a 4 pg/ml, resisténcia intermediaria e CIM > 8 pg/ml resisténcia plena.
(CLSI, 2007).
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3.7. Sorotipagem

3.7.1 Sorotipagem dos Isolados Sistémicos

A sorotipagem dos isolados de S. pneumoniae provenientes de infeccdo sistémica foi
realizada pelo método de reagdo de Quellung (antigeno tipo especifico, que quando positiva

provoca o intumescimento da cdpsula) (Figura 10), no Instituto Adolf Lutz, Sdo Paulo.
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Figura 10. Reacéo de Quellung, antigeno tipo especifico.

Extraido de http://ftextbookofbacteriology.net/S.pneumoniae.html>

3.7.2. Tipagem Molecular da Céapsula dos Isolados de Portadores

A tipagem molecular da cépsula foi realizada no Centro de Pesquisa Gongalo Moniz,
FioCruz-Salvador. Foram selecionadas 26 cepas de pneumococo que apresentaram resisténcia
plena a penicilina (CIM < 2ug/ml), com o objetivo de verificar os sorotipos prevalentes

associados a resisténcia.
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3.7.2.1. Extracdo de DNA

Os pneumococos isolados foram retirados do estoque e semeados em placas contendo
0 meio de cultura agar BHI suplementado de sangue desfibrina adicionado de 5 pg/ml de
gentamicina e incubados durante 24 horas a 36°C, em jarra de vela, afim de gerar um
ambiente com 5% de CO,. As células bacterianas de cada isolado, crescidas na placa, foram
suspensas em 300 pl de solugdo de cloreto de sddio (NaCl) 0,85%. A suspensdo foi aquecida
a 70 °C por 15 minutos e imediatamente centrifugadas em centrifuga refrigerada por 2
minutos, para baixar o pellet. Em seguida os sobrenadantes foram desprezados e os pellets
ressuspendidos em 50 pl de TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH 8,0), 10 pl de mutanolisina
(solucéo a 3000 unidades/ml) e 8 pl de hialuronidase (30 mg/ml, Sigma H-3506; 300-750
unidades/mg). As amostras foram incubadas em banho-maria por 30 minutos ou até o dia
seguinte e logo apos foram inativadas a 100 °C por 10 minutos e centrifugadas em centrifuga
refrigerada por 2 minutos. Os DNAs lisados, suspensos no sobrenadante, foram transferidos
para criotubos e congelados a -20 °C para posterior utilizagdo (PAI et al., 2006; DIAS et al,
2007).

3.7.2.2. Primers

Vinte e nove pares de primers foram usados para atingir os sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A/B,
7F, 7C, 8,9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15B/C, 16F, 17F, 18, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 31, 33,
34, 35B, 35F e 38.(Anexo I1.) Um par de primer também foi incluido (primers cpsA-f e cpsA-
r) (Anexo Il) como controle interno que tem como alvo o locus cpsA presente em todos 0s
pneumococos. Para concepgdo dos primers, todos os dados disponiveis relevantes das
sequéncias do gene cps foram alinhados (MegAlign) e os primers foram selecionados através
do programa PrimerSelect do DNASTAR verséo 5. (PAI et al., 2006)
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3.7.2.3. Esquema de Multiplex PCR

Os primers foram utilizados em seis reagdes de multiplex, e uma reagdo, para
diferenciar os sorotipos 6A/B do 6C. Os primers foram agrupados com base na distribuigéo
dos sorotipos dos pneumococos invasivos encontrados no Brasil. Em cada reagdo foram
colocados cinco pares de primers que tinham como alvo regides sorotipo-especificas de cinco
diferentes sorotipos. Foi também incluido em cada reacdo o controle positivo interno (Anexo
I11) (PAI et al., 2006; DIAS et al, 2007).

Os PCRs foram realizados em solucdo contendo 25 pl, com cada mix da reagéo
contendo: 1X tampéo PCR (5 X PCR buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 100 mM KCI; 0,1 mM
EDTA; 1 M dithiothreitol, 0,5% Tween 20; Nonidet P-40; Promega Inc., Madison, Wis.), 200
pIM de cada trifosfato de desoxinucleotidio (New England Biolabs, Beverly, MA), 3.5 mM
de MgCl,, 2.0 U de Tag DNA polimerase (Promega Inc.) e primers com concentragdes
especificadas (Anexo 1V) (PAI et al., 2006). O extrato bruto (2,5 pl) de DNA de cada amostra
foi usada para o PCR. Ciclos térmicos foram realizados em Perkin-Elmer GeneAmp PCR
system 2700 (Applied Biosystems) sobre as seguintes condigdes: um ciclo a 94°C por 4
minutos seguido de 30 ciclos de amplificagdo a 94°C por 45 segundos (desnaturacdo), 54°C
por 45 segundos (anelamento) e 65°C por 2 minutos e 30 segundos (extensdo) (PAI et al.,
2006; DIAS et al, 2007).

Os produtos de PCR foram analisados em gel gel de agarose a 2% NuSieve (Cambrex
Bio Science, Inc., Rockland, ME) em 1X tampdo TAE (100ml) (40 mM Tris, 20 mM de
acido acético glacial, 1 mM EDTA,pH 8.0) a 100 V por 1 hora e 15 minutos. Os geéis foram
revelados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e as imagens foram fotografadas. Os tamanhos
dos produtos de PCR foram comparados com marcador de peso molecular padrdo (50-bp
ladder; Novagen, Inc.) (PAIl et al., 2006; DIAS et al, 2007).
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3.8. Analise Estatistica

3.8.1. Tamanho da Amostra

O célculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando-se a formula para célculo do

intervalo de confianga de uma proporgéo populacional estimada por amostragem.
N= (Z.)% P (1-P) / E?

Onde:

N= total de individuos participantes

Z,, = corresponde ao intervalo de confianca (1-a) de uma distribui¢cdo bicaudal =

1,96 (intervalo de confianca de 95%)

E = margem de erro considerada aceitavel, ou desvio padrdo populacional (para mais

Ou para menos)

P = probabilidade esperada (taxa de ocorréncia do fendbmeno estudado)

O caélculo da amostra baseou-se na probabilidade de desfecho de duas varidveis
principais do estudo: o estado de portador de pneumococos em nasofaringe e a resisténcia dos
isolados a penicilina (0 que exigisse maior nimero de participantes). Foi tomada como
referéncia para a hipGtese de nulidade Ho a taxa de 70% das criancas portadoras de
pneumococos, conforme estudo anterior (REY et al., 2002). Para a taxa de resisténcia dos
pneumococos colonizantes a penicilina foi considerado o valor de 10%. Aceitando-se um erro
alfa de 5% (p< 0,05) para rejeitar a hipotese de nulidade Ho, e uma precisdo de E=10% seriam
necessarios 161 participantes para mostrar uma diferenca na taxa de portador entre 0s grupos
de criangas usuérias de creche. Quando consideramos a taxa da resisténcia a penicilina (taxa
estimada de 10%), erro alfa de 5% e precisdo de 10%, seriam necessarias aproximadamente

70 criangas frequentando creches municipais (DEAN et al, 1995).
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3.8.2. Randomizacéo dos Participantes

As criangas recrutadas no estudo foram selecionadas ap6s levantamento das creches
municipais do municipio de Fortaleza, nos 6 distritos administrativos (Regionais). Foram
sorteadas as creches dentro de cada Regional em fungdo de sua populagdo (peso 1 ou 2
segundo a Regional). Dentro das creches sorteadas, as crian¢as foram selecionadas de forma

aleatoria entre aquelas que se encontravam presentes no momento da visita do pesquisador.

As informacdes obtidas foram digitadas em um computador IBM-PC compativel pelo
processo de dupla entrada e posteriormente resolvidas as discrepancias e inconsisténcia dos

dados. A entrada do sistema foi realizada por meio de senha individualizada.

As taxas de criangas portadoras sadias de pneumococo em nasofaringe foram
comparadas por unidade de creche e globalmente com os dados obtidos anteriormente por

Rey e colaboradores (2002).

As Concentrac@es Inibitérias Minimas dos diversos antibidticos foram dicotomizadas

em sensiveis, intermedidrias e resistentes conforme critérios estabelecidos pelo CLSI (2007).

Os principais testes estatisticos utilizados nas Tabelas 2x2 foram os testes de qui-
quadrado e o exato de Fisher quando pertinente. Na comparacéo entre médias foi utilizado o
teste t de Student.Andlises uni e multivariadas foram utilizadas para corrigir eventuais desvios
causados por fatores de confundimento entre as varidveis. Em todos os casos foram

consideradas significantes as diferengas com erro de primeira ordem inferior a 5% (p <0,05).

3.9. Aspectos Eticos

3.9.1. Revisdo do Comité de Etica e Consentimento Informado e Esclarecido

O protocolo, Termo de Consentimento Informado (Anexo V) e qualquer modificagdo
subseqiiente foram revistos e aprovados pela Comissio de Etica do Hospital Sao José de
Doencas Infecciosas (CEP/HSJ), responsével pela revisdo da pesquisa. O consentimento
escrito para participagdo da crianga no estudo foi obtido dos pais da crian¢a ou seu guardido
legal. O consentimento informado descreveu o objetivo do estudo, os procedimentos que
seriam realizados, os riscos e 0s beneficios da participagdo. Uma copia do documento foi

entregue aos pais ou responséveis legais da crianca.
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3.9.2. Confidencialidade dos Dados e Direito a Privacidade dos Participantes

Todos os registros pessoais, clinicos e laboratoriais sobre pacientes e a origem das
amostras foram guardados em lugar protegido. As entradas de computador ou em rede de
computadores foram feitas apenas por identificagdo numérica. Informagdes clinicas ndo foram
liberadas sem permissdo por escrito do participante, exceto quando necessdrio para

encaminhamento.

A pesquisa foi registrada no Sisnet sob o nimero FR 147711 (Anexo VI). Foi
solicitado a chefia do Hospital S&o José de Doencas Infecciosas, a Secretaria de Educagao de
Fortaleza e Secretaria da Saide de Fortaleza autorizagdo para utilizagdo das unidades durante

a realizacdo da pesquisa.

As amostras de pneumococos isoladas foram processadas e estocadas para posterior
processamento conforme rotina do Laboratério Central de Salde Publica do Ceard. O
encaminhamento das amostras ao Laboratério Nacional de Referéncia do Instituto Adolfo
Lutz se realizou conforme as normas de seguranga vigentes no pais para transporte de
materiais bioldgicos potencialmente contaminantes através do Laboratdrio Central do Ceara
(LACEN-CE).
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4. RESULTADOS

4.1. Portadores

4.1.1. Prevaléncia

Entre Agosto e Outubro de 2008, foram recrutadas 215 criangas saudéveis usuérias de
creches municipais de Fortaleza, com idade entre 12 e 58 meses. As unidades foram sorteadas
dentro das seis regionais em que é dividido o municipio. Das 215 criangas, 18 (8%) eram
menores de 2 anos de idade, uma vez que as creches s6 admitem sob sua responsabilidade
criangas que ja conseguem andar.

Foram isolados S. pneumoniae em 152 criancas, perfazendo uma taxa de portadores
sadios de 71%. Oitenta (53%) desses portadores eram do sexo masculino. Do total de

portadores, 14 (9%) eram menores de dois anos (Tabela 1.).

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

Variaveis N (%) Portadores (%)
Género

Masculino 121 (56) 80 (66)
Feminino 94 (44) 72 (77)

Total 215 (100) 152 (71)

Idade

12-23 meses 18 (8) 14 (78)

24-58 meses 197 (92) 138 (70)

Total 215 (100) 152 (71)
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4.1.2. Sensibilidade aos Antimicrobianos

Dos 152 isolados de nasofaringe, foram realizadas as CIMs de 137, pois 15 amostras
foram perdidas, por contaminagdo, durante o processo de reativagdo das cepas. Foram
realizadas as CIMs para os antimicrobianos: penicilina, ceftriaxona e levofloxacina.

Dos 137 isolados, 97 (71%) foram resistentes a penicilina, sendo que 71 (52%)
apresentaram resisténcia intermediaria e 26 (19%) resisténcia plena. Para ceftriaxona, 29
(21%) isolados foram resistentes, sendo que 12 (9%) apresentaram resisténcia intermediaria e
17 (12%) resisténcia plena. Todos os isolados que apresentaram resisténcia a ceftriaxona
(intermediaria ou plena), tinham sensibilidade reduzida para penicilina. Nenhum isolado
apresentou resisténcia & levofloxacina. A figura 11. mostra as taxas de sensibilidade e
resisténcia dos isolados de S. pneumoniae, baseado nas CIMs, frente aos antibioticos:

penicilina, ceftriaxona e levofloxacina.
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Figura 11. Taxa de sensibilidade e resisténcia dos isolados de S. pneumoniae, baseado nas
CIM, frente aos antibidticos: penicilina, ceftriaxona e levofloxacina. R= resisténcia plena; I=

resisténcia intermediaria; S= sensivel.
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4.1.3. Sorotipos

A sorotipagem dos isolados de criangas sadias usuérias de creche foi feita atraveés da
técnica de multiplex PCR. Todos os 26 isolados selecionados foram positivos para o gene
cpsA (Figura 12), comprovando que eram realmente S. pneumoniae. Apenas seis isolados
(23%) tiveram a genotipagem capsular identificada por esse método. Dos genotipos
capsulares, 0 mais comum foi 19F, presente em trés isolados, seguido do 19A (dois isolados),
e 14 (um isolado).

I e g e mine i i i LY

. ' Rl . s 304PB
sl
L

Lad der 19F
50pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio para

visualizagdo do produto da genotipagem por multiplex PCR dos isolados de S. pneumoniae de
nasofaringe de criancas saudaveis usuéarias de creches. Linha 1, controle negativo; linha 2,
marcador de peso molecular de 50 pb; linha 3-9, amostras positivas para o gene cpsA (160

pb); e linha 10 amostra positiva para o sorotipo 19F (304 pb), além do gene cpsA

4.2. Amostras de Infeccdo Sistémica

4.2.1. Nimero de Amostras

Foram cedidas pelo LACEN 52 isolados de S. pneumoniae provenientes de infeccao
sisttmica. Levando em consideracdo que a estimativa da populagido de Fortaleza para 1° de
Julho de 2009, segundo o IBGE (IBGE, 2009), foi de 2.505.552, a freqléncia de isolados
invasivos neste estudo, por ano, foi de, aproximadamente, 1 caso/100.000 hab. A média de

idade dos pacientes foi de 29 anos, com a maioria dos pacientes (14) dentro da faixa etéaria de
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20 a 30 anos e apenas cinco deles com menos de dois anos. Dessas amostras, a maioria das
cepas foi isolada de LCR, perfazendo 36 isolados (69%), seguido de sangue com 11 isolados
(21%), as outras 5 (10%) amostras sendo de materiais diversos. A distribuicdo dos sitios de

isolamentos de S. pneumoniae é mostrada na figura 13.

36 (69%)
1.(2%)
1.(2%)
1.(2%)
2 (4%)

11 (21%)

@LCR m SANGUE O FRAGMENTO DE CEREBRO
O FRAGMENTO DE PULMAO m LIQUIDO ASCITICO @ LIQUIDO PERICARDICO

Figura 13. Distribuigdo dos sitios de isolamentos de S. pneumoniae provenientes de amostras

sistémicas.

4.2.2. Resisténcia aos Antimicrobianos

Foram realizados CIMs para os antimicrobianos: penicilina e ceftriaxona. Dos 52
isolados, 22 (42%) apresentaram resisténcia a penicilina, sendo que 20 (38%) apresentaram
resisténcia intermediaria e dois (4%), apresentaram resisténcia plena, para penicilina. Para
ceftriaxona, 7 (13,5%) isolados apresentaram resisténcia, sendo que 4 (7,5%) apresentaram
resisténcia intermediaria e 3 (6%) apresentaram resisténcia plena. A figura 14. mostra as taxas

de sensibilidade e resisténcia dos isolados sistémicos para penicilina e ceftriaxona.
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Figura 14. Numero de isolados de S. pneumoniae sistémicos frente aos antimicrobianos:

penicilina e ceftriaxona. S= sensivel; I= resisténcia intermediaria; R= resisténcia plena.

4.2.3. Sorotipos

Os isolados sistémicos foram sorotipados pela reacdo de Quellung. Das 52 amostras
sistémicas, apenas cinco (9%) foram n&o reagentes. Foram encontrados 22 sorotipos
diferentes. Os sorotipos mais comuns foram o 19F, presente em seis (12%) isolados, seguido
dos sorotipos 14 (8%), 3 (8%) e 6A (8%), cada um presente em quatro isolados, e dos
sorotipos 4 (6%), 18C (6%) e 9V (6%) (figura 15.), cada um presente em 3 isolados. Os
sorotipos relacionados com resisténcia a penicilina foram, respectivamente, os 19F, 14, 19A,
6B, 6A, 20, 19V, 23B e 23F (figura 15.). Os sorotipos relacionados com resisténcia a

ceftriaxona foram os 19F, com 2 isolados, e 14, 9V, 19A, 20, 23B, todos com um isolado.
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Figura 15. Distribuicéo dos sorotipos dos isolados S. pneumoniae de individuos com infec¢éo
sistémica de X Sensibilidade a penicilina. R= resisténcia plena; I= resisténcia intermediaria;

S=sensivel.

A vacina conjugada 10-valente (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5 e 7F), que vai ser
introduzida na politica nacional de salude puablica do Brasil em 2010, de acordo com o0s
sorotipos encontrados nesse estudo, tem a mesma cobertura da vacina conjugada 7-valente (4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), que é de 42,3% sobre o total dos sorotipos encontrados. O
impacto da vacina 10- valente sobre os isolados relacionados com a resisténcia foi de 63,6%.
A figura 16 mostra a cobertura das vacinas conjugadas 10 e 13-valente (10-valente mais 0s
sorotipos 3, 6A e 19A) sobre todos 0s sorotipos encontrados em nosso estudo e sobre os

sorotipos relacionados com a resisténcia.
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Figura 16. Impacto estimado da cobertura das vacinas conjugadas (%) 7, 10 e 13-valente.
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5. DISCUSSAO

Nas Ultimas décadas, muitos estudos tém sido publicados mundialmente sobre as
doencas pneumocdcicas e 0s seus fatores de risco. Isto se deve a alta morbidade e mortalidade
causada pela doenga pneumococica, ao aumento do nimero de cepas de S. pneumoniae
resistentes aos antimicrobianos e a introducéo de vacinas pneumocdcicas nos programas de
imunizacédo de alguns paises.

Os esforgos mundiais para controlar as doengas pneumocdcicas tém se concentrado na
pesquisa de novas vacinas que contemplam os sorotipos prevalentes em determinada regido.
A decisdo de introduzir as vacinas pneumocdcicas atuais ou em desenvolvimento em um pais
depende, portanto, de informagdes sobre a taxa de portadores de S. pneumoniae, a incidéncia
das doencas pneumocacicas, das caracteristicas fenotipicas da bactéria, tais como os sorotipos
prevalentes e a resisténcia antimicrobiana, além do conhecimento da imunogenicidade da
vacina (MANTESE et al, 2003; NASCIMENTO-CARVALHO et al, 2003; LAVAL et al,
2006).

Como todas as doengas pneumocdcicas comecam com 0 estabelecimento da
colonizacdo, isto é com o estado de portador (KADIOGLU et al, 2008), existem varios
estudos analisando os fatores de riscos da colonizagdo e as taxas de colonizacdo de S.
pneumoniae no mundo. (BOGAERT et al, 2004; MALFROOT et al, 2004; LAVAL et al,
2006; CHEN et al, 2007; ARTAN et al, 2008). Muitos trabalhos correlacionam a taxa de
portadores com a resisténcia a antibidticos enquanto outros relacionam, além da resisténcia a
antibiéticos, também os sorotipos mais comuns. (DI FABIO et al., 2001; REY et al, 2002;
MALFROOT et al, 2004; BAYRAKTAR et al, 2005; CARDOZO et al, 2006;
MATSUMOTO et al, 2007, ARTAN et al, 2008).

O primeiro relato brasileiro de resisténcia a penicilina foi descrito por de Sousa et al.,
em 1988, com amostras de Sdo Paulo. Desde entdo a resisténcia do pneumococo aos
antimicrobianos, pela grande morbimortalidade das suas infecg¢des, vem sendo cada vez mais
estudada.

Apesar do aumento da resisténcia dos pneumococos a penicilina nos dltimos anos, ela
ainda é a droga de escolha para o tratamento da infeccdo pneumocdcica, pois a resisténcia
intermediéria a penicilina ndo oferece dificuldade para o tratamento de infec¢des respiratorias
ou sistémicas pelo pneumococo, visto que as doses usuais ou ligeiramente aumentadas de
penicilinas e cefalosporinas sdo adequadas para promover niveis terapéuticos. No entanto, a
resisténcia intermediéria pode influenciar na acéo terapéutica das penicilinas nas meningites

pneumocdcicas, pois a concentracdo destas drogas ndo atinge o pneumococo que apresenta
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resisténcia intermediaria quando estd situado nas meninges. Nesta circunstancia, as
cefalosporinas da terceira geracdo mostram-se adequadas para o tratamento (TAVARES,
2000).

Nas regides onde a frequéncia do pneumococo resistente (seja com resisténcia
intermediéria ou elevada) a penicilina ultrapassar 10% recomenda-se, atualmente, nas
infeccBes respiratorias o uso de fluoroquinolonas ou doses usuais de penicilinas ou
cefalosporinas orais da segunda e terceira geragdes (TAVARES, 2000).

No Japédo, Masuda e colaboradores (2002) realizaram um trabalho com 156 criangas
usuarias de duas creches, em 1999, com idade variando entre um més e cinco anos, e
encontraram uma taxa de colonizagdo de 60,3%. A taxa de resisténcia a penicilina descrita foi
de 60,6%, com todos isolados apresentado resisténcia intermediaria.

Em Hong Kong, na China, Chiu e colaboradores (2001) realizaram um estudo com
1.978 criangas usuarias de creches e jardins de infancia, entre 1999-2000, com idade variando
de dois a seis anos, e obtiveram uma taxa de colonizagcdo de 19,4%. A taxa de resisténcia a
penicilina encontrada foi de 58,2%, sendo 29,5% dos isolados com resisténcia intermediaria e
26,1% com resisténcia plena.

Lo e colaboradores (2003), no Norte de Taiwan, encontraram uma taxa de portadores
de 19,9% em uma pesquisa realizada com 478 criangas, com faixa etéria entre um més e 14
anos de idade. A taxa de resisténcia a penicilina foi de 89,5% (49,5% dos isolados
apresentaram resisténcia intermedidria e 40% resisténcia plena), enquanto que a resisténcia a
cefotaxima foi de 8,4% (7,4% dos isolados apresentaram resisténcia intermediaria e 1%
resisténcia plena). Os sorotipos mais encontrados foram, do mais frequente para 0 menos
frequente, 23F, 6B, 19F e 14.

Em um estudo realizado por Bayraktar e colaboradores (2005) na Malatya, Turquia,
encontraram uma taxa de colonizacdo de 19,1%, em 848 criancas de trés escolas primarias,
com idade variando de sete a treze anos, com uma frequéncia maior de portadores nas
criancas com sete anos de idade. Apenas 10,5% dos isolados apresentaram resisténcia
intermediéria a penicilina e ndo houve resisténcia & levofloxacina. Os sorogrupos mais
comuns encontrados foram os 9, 19, 23, 10, 6 e 18, respectivamente. Em outro trabalho
realizado por Aslan e colaboradores (2007), na Turquia, na cidade de Mersin, também em
criangas de escolas primérias, com idade variando de seis a treze anos e observaram uma taxa
de portadores de 13,9%. A taxa de resisténcia a penicilina foi de 12,9%, com apenas 1% de
resisténcia plena e 11,9% de resisténcia intermediéria e os sorogrupos mais comuns foram os
6, 19, 23, 1, 20 e 17, respectivamente.



125

Na Africa, dois trabalhos publicados em 2001, com criangas sadias, um por Adegbola
e colaboradores, na Gambia, e outro por Joloba e colaboradores, em Uganda, mostraram taxas
de portadores respectivamente de 87% e 62%. No estudo realizado em Uganda, foi observada
uma taxa de resisténcia a penicilina, apenas intermediéria, de 83,5%.

Em um estudo realizado por Roche e colaboradores (2007), em Londres, com criangas
usuarias de creches, com a faixa etaria variando de seis meses a cinco anos, foi observada
uma taxa de portadores de 51%, com uma frequéncia maior de portadores nas criangas com
faixa de idade entre 1-2 anos. Nenhum dos isolados foram resistente & penicilina e 0s
sorotipos 6A, 19F e 23F, em ordem decrescente, foram 0s mais comuns.

Nunes e colaboradores (2005), em Portugal, obtiveram a partir de criancas usuarias de
creches de Lisboa, com faixa etaria entre seis meses e seis anos de idade, uma taxa de
portadores de 63%. A resisténcia a penicilina foi de 22% dos isolados, destes 20%
apresentaram resisténcia intermediéria e 2% resisténcia plena, enquanto que a resisténcia a
ceftriaxona foi de 2%. Os sorotipos mais frequentes, respectivamente, foram 6B, 14, 19F,
23F.

Na Rdssia, Stratchounski e colaboradores (2006), relataram uma taxa de colonizacdo
em criangas usuarias de creches, menores que cinco anos, de 45,8% na RuUssia europeia e
53,8% na Russia asiatica. As taxa de resisténcia a penicilina na RuUssia europeia e Russia
asiatica foi, respectivamente, de 9,6% (9% de resisténcia intermediaria e 0,6% de resisténcia
plena) e 13,9% (13,7% de resisténcia intermediaria e 0,2% de resisténcia plena), enquanto que
a resisténcia, apenas intermediaria, a cefotaxima foi de 0,3% e 0,1%. Nao houve nenhum
isolado resistente a levofloxacina.

Monteros e colaboradores (2007) realizaram um estudo no México, com 2777 criangas
usuarias de creche, com idade variando entre dois meses a seis anos, e encontraram uma taxa
de colonizacdo de 29,9%. A taxa de resisténcia a penicilina foi de 63,3%, com 49,4% dos
isolados apresentando resisténcia intermediaria e 14,3% apresentando resisténcia plena. Os
sorotipos mais comuns foram, em ordem decrescente, 0s 19F, 6B, 23F, 6A e 19A.

Na América do Sul, Rivera-Olivero e colaboradores (2007), na Venezuela, obtiveram
uma taxa de colonizagdo de 45%, em um estudo realizado com 356 criancas indigenas, com
idade de até 72 meses. A taxa de resisténcia a penicilina foi de 13%, em que 11% dos isolados
demonstraram resisténcia intermediaria e 2% resisténcia plena, € ndo houve resisténcia a
levofloxacina. Os sorotipos mais comuns foram os 23F, 6A, 15B e 6B, respectivamente.
Hamer e colaboradores (2002), em um estudo realizado em Quito, Equador, com criangas
saudaveis, com faixa etria variando de dois a sessenta meses, observaram uma taxa de

portadores de 66%.
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No Brasil, em um trabalho realizado por Rossi e colaboradores (2001), com criangas
usuarias de creches menores de cinco anos de idade, de diferentes regiGes, as taxas de
portadores foram de: 18,5%, regido Norte, 16,7%, regido Nordeste, 10%, regido Sudeste e
18,4% na regido Sul. Nesse estudo foi encontrada apenas resisténcia intermediaria a
penicilina: na regido Norte foi de 1,4%, na regido Nordeste de 9,8%, na regido Sudeste foi de
13,8% e na regido sul de 8%. N&o houve resisténcia a cefotaxima.

No estado de Séo Paulo, na cidade de Taubaté, Lucarevschi e colaboradores (2003)
encontraram uma taxa de portadores de 21,1%, em pesquisa realizada com 987 criangas
usuarias de creche, com idade variando de 8-71 meses. Os sorotipos mais comuns foram: 19F
(14.8%), 6A (11.1%), 6B (10.4%), 18C (7.4%), 23F (7.4%), 9V (6.7%), 14 (5.2%).

Velasquez e colaboradores (2009) realizaram um estudo com 212 criangas usuérias de
creches, com faixa etaria de trés meses a seis anos, no municipio de Umuarama, Parana, e
encontraram uma taxa de portadores de 43,4%. A taxa de resisténcia & penicilina observada
foi de 57,6%, com 34,8% dos isolados apresentando resisténcia intermediaria e 22,8%
resisténcia plena. Ndo foi observada resisténcia a levofloxacina. Em um trabalho recente,
Franco e colaboradores (2010), encontraram uma taxa de portadores de 57,6%, em criangas
usuarias de 62 creches, em todo o Brasil, com uma taxa de resisténcia a penicilina de 25,9%.

Rey e colaboradores (2002) realizaram um trabalho em Fortaleza, em 1998, com 213
criangas usudrias de creches e encontraram uma taxa de portadores de 72%, com taxa de
resisténcia a penicilina de 55%, com 49% dos isolados demonstrando resisténcia
intermedidria e 6% resisténcia plena, enquanto que a resisténcia a ceftriaxona foi de 4%, com
3% dos isolados demonstrando resisténcia intermediaria e 1% resisténcia plena. Os
sorogrupos mais comuns encontrados, respectivamente, séo os 6, 19, 23 e 14.

Analisando os trabalhos citados, é possivel observar uma grande variagdo na taxa de
portadores sadios em todo o mundo. E possivel afirmar, também, que o presente estudo,
realizado com criangas portadoras usuarias de creches, esta entre as mais altas do mundo
relatadas até o0 momento, com apenas um estudo, realizado na Gambia, mostrando uma taxa
de colonizagdo maior (ADEGBOLA et al, 2001). O presente estudo, como foi realizado com
criangas portadoras usuarias de creches, em Fortaleza, nos permitem comparar nossos dados
com os dados encontrados por Rey e colaboradores (2002) em 1998. A taxa de portadores
praticamente ndo se alterou, mostrando que ainda é alta em criangas usuarias de creches.
Esses dados sdo corroborados com alguns trabalhos que pontuam as creches, devido ao
confinamento de varias criangas em um determinado local, como fator de risco para adquirir a
condigéo de portador de S. pneumoniae (REY et al, 2002; BOGAERT et al, 2004; NUNES et
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al, 2005; BRICKS; BEREZIN, 2006; CHEN et al, 2007; KATSAROLIS et al, 2009;
VELASQUEZ et al, 2009).

Nosso trabalho ndo encontrou nenhuma relagdo entre o sexo e estado de portador,
visto que o nimero de criangas portadoras do sexo masculino foi semelhante ao nimero de
portadoras do sexo feminino, resultado também encontrado por outros autores (REY et al,
2002; LUCAREVSCHI, 2003; BOGAERT et al, 2004; OZDEMIR et al, 2008; ARTAN et al,
2008; VELASQUEZ et al, 2009).

Também foi observado no nosso estudo que a taxa de portadores tende a ser maior em
criangas menores de dois anos, corroborando com alguns autores, que inclusive consideram
que a taxa de portador é inversamente proporcional a faixa etaria (CHIU et al, 2001; HAMER
et al, 2002; CHEN et al, 2007; MONTEROS et al, 2007; ROCHE et al, 2007). Nossos
resultados sdo discordantes de outros autores que relataram em seus estudos que a faixa etéria
que apresenta maior taxa de colonizacéo esté entre dois e cinco anos de idade (LO et al, 2003;
VELASQUEZ et al, 2009).

Com base nos trabalhos acima citados, € possivel observar que as taxas de resisténcia
aos antimicrobianos variam de acordo com as caracteristicas da populacdo estudada, dentre
elas, a regido geogréfica, o material clinico e o padrdo local de uso dos antimicrobianos
(SCOTT et al., 1998).

Como ocorre na taxa de colonizagdo, hd uma grande variacdo em todo o mundo nas
taxas de resisténcia a antibioticos em trabalhos realizados com criangas portadoras, pois ha
trabalhos em que néo foi relatada resisténcia a penicilina (ROCHE et al, 2007), o que é raro,
trabalhos que apresentaram apenas resisténcia intermediéria & penicilina (ROSSI et al, 2001,
JOLOBA et al, 2001 MASUDA et al, 2002; BAYRAKTAR et al, 2005) e ainda ha trabalhos
que relatam, além da resisténcia intermediaria, a resisténcia plena (CHIU et al, 2001; REY et
al, 2002; NUNES et al, 2005; RIVERA-OLIVERO et al, 2007; VELASQUEZ et al, 2009).

Em nosso estudo, em criancas portadoras usuarias de cheches, foi possivel observar
uma taxa de resisténcia a penicilina (71%) muito elevada, ficando atras apenas de dois
trabalhos realizados, um em Uganda (JOLOBA et al, 2001) que demonstrou uma taxa de
resisténcia de 83,5%, porém todos os isolados apresentaram somente resisténcia
intermediaria, e outro no Norte de Taiwan (LO et al, 2003), que relatou uma taxa de
resisténcia de 89,5%. Outros autores apresentaram uma taxa de resisténcia a penicilina alta,
que variou de 55% a 63,3% (CHIU et al, 2001; MASUDA et al, 2002; REY et al, 2002;
MONTEROS et al, 2007; VELASQUEZ et al, 2009), mas néo téo alta quanto a observada por

nds, e alguns autores relatam uma taxa de resisténcia a penicilina menor ou igual a 22%
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(ROSSI et al, 2001; BAYRAKTAR et al, 2005; NUNES at al, 2005; STRATCHOUNSKI et
al, 2006; ASLAN et al, 2007; RIVERA-OLIVERO et al, 2007)

Nossa taxa de resisténcia intermediaria (52%) é equiparada & relatada por outros
autores (REY et al, 2002; LO et al, 2003; MONTEROS et al, 2007), ja a taxa de resisténcia
plena & penicilina (19%) é considerada bastante alta, uma vez que apenas dois estudos
relataram uma taxa maior, um de 40% no Norte de Taiwan (LO et al, 2003) e outro de 26,1%
em Hong Kong, na China (CHIU et al, 2001).

Se comparado ao estudo de Rey e colaboradores (2002), realizado em Fortaleza, a
resisténcia plena & penicilina aumentou trés vezes mais, o que demonstra uma tendéncia a
aumentar a resisténcia & penicilina, uma vez que ndo ha controle no uso dos antibidticos,
principalmente em criancas, um fator de risco para 0 aumento da resisténcia ja relatado por
outros autores (BRANDILEONE et al, 2006; KATSAROLIS et al, 2009; VELASQUEZ et al,
2009).

A taxa de resisténcia a ceftriaxona, em criancas portadoras usuarias de creches,
observada no presente estudo, que é de 21% (9% dos isolados com resisténcia intermediaria e
12% com resisténcia plena), ndo foi encontrado em nenhum outro trabalho, que houvesse sido
testado a ceftriaxona ou outra cefalosporina de 32 geragdo (ROSSI et al, 2001; REY et al,
2002; LO et al, 2003; NUNES et al, 2005; KATSAROLIS et al, 2009), realizado com
criangas portadoras, em nossa revisao de literatura. Na comparagdo com o trabalho realizado
por Rey e colaboradores (2002) em Fortaleza, houve um aumento bastante significativo no
nimero de isolados com resisténcia a ceftriaxona, tanto na resisténcia intermediaria, quanto
na plena, 3 e 12 vezes mais. Isso se deve ao fato de que a resisténcia & penicilina esta
associada com uma sensibilidade diminuida a outros f-lactamicos, inclusive a ceftriaxona
(TAVARES, 2000; PALLARES et al, 2003). Esse fato também foi observado em nosso
estudo, pois todos os isolados resistentes a ceftriaxona, eram resistente a penicilina.

Nao foi observada resisténcia a levofloxacina neste trabalho, estando de acordo com
outros autores presentes na literatura (BAYRAKTAR et al, 2005; STRATCHOUNSKI et al,
2006; RIVERA-OLIVERO et al, 2007; VELASQUEZ et al, 2009). Porém, alguns autores
relataram em seus trabalhos resisténcia as fluoroquinolonas, inclusive a levofloxacina.
(PALLARES et al, 2003; PLETZ et al, 2004).

Apesar de existir mais de 90 sorotipos diferentes de S. pneumoniae (HAUSDORFF et
al, 2005), cerca de quinze sorotipos parecem causar a maioria das doengas invasivas. Na
América Latina, 13 sorotipos correspondem a mais de 85% dos isolados invasivos (DIAS et
al, 2007).
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A maioria dos trabalhos utiliza para determinar 0s sorotipos mais comuns a
sorotipagem convencional (Reacdo de Quellung), baseada na capacidade de o soro
hiperimune especifico reagir com a capsula da bactéria em suspensdo (LUCAREVSCHI et al,
2003; LO et al, 2003; BAYRAKTAR et al, 2005; NUNES et al, 2005; ASLAN et al, 2007;
CHEN et al, 2007; ROCHE et al, 2007; VELASQUEZ et al, 2009). Porém, o alto custo do
antissoro, a subjetividade na interpretacdo e as dificuldades intrinsecas da técnica da
sorotipagem convencional limitam o seu uso a poucos laboratdrios altamente especializados
(PAI et al, 2006).

O desenvolvimento de sistemas de genotipagem baseados em PCR tem o potencial de
superar algumas dificuldades associadas a sorologia convencional, pois além de ser uma
abordagem simples, apresenta um melhor custo-beneficio (PAI et al, 2006; DIAS et al, 2007).
Por ser uma técnica nova, ainda existem poucos trabalhos publicados que se utilizam dela
para determinar os sorotipos capsulares (MORENO et al, 2005; PAI et al, 2006; DIAS et al,
2007; MORAIS et al, 2007; ANTONIO et al, 2009).

Em nosso trabalho, para isolados de portadores que apresentaram resisténcia plena, foi
realizada a genotipagem, atraves da técnica de multiplex PCR, para identificar os sorotipos
capsulares, sem que houvesse sido feita antes a sorotipagem convencional. Uma tentativa que
ainda ndo foi mencionada por nenhum outro autor, uma vez que 0s autores acima citados
usaram a técnica como comparativo com a reacdo de Quellung, a fim de padronizarem a
técnica.

Apesar de obter sucesso na identificagdo de sorotipos capsulares de apenas seis
isolados, dos 26 selecionados, os sorotipos encontrados (19F, 19A e 14) estdo entre 0os mais
frequentes relatados por alguns autores, no Brasil e na América Latina (DI FABIO et al, 2001,
REY et al, 2002; CAMARGOS et al, 2006).

Como todos os isolados amplificaram o gene cps A, que € o gene que confirma a
identificacdo, provavelmente nosso insucesso na identificagcdo dos sorotipos capsulares dos
isolados que apresentaram resisténcia plena tenha sido pelo simples fato de que o0s nossos
sorotipos sejam diferentes dos sorotipos existentes padronizados por Dias e colaboradores
(2007) para serem amplificados na reacdo de multiplex para América Latina. Dessa maneira,
temos a intencdo de identificar os sorotipos capsulares de todos os 137 isolados por multiplex
PCR, e inclusive repetir a genotipagem dos isolados com resisténcia plena, para confirmar

essa hipotese.
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Hausdorff e colaboradores, em um estudo de revisdo realizado em 2007, relataram que
a incidéncia anual de doenga invasiva pneumococica (DIP) varia aproximadamente de 10-100
cas0s/100.000 hab. No presente estudo a freqiiéncia de isolados de DIP encontrada esta muito
abaixo da média relatada, porém essa frequéncia poderia ser maior se houvesse uma
vigilancia das DIP mais abrangente, uma vez que os isolados cedidos pelo LACEN-CE foram
recuperados apenas de dois locais.

Muitos autores voltam suas atencGes para isolados de doenca sistémica, uma vez que a
infecclo sistémica pneumocdcica é responsdvel por muitas mortes em todo o globo. Os
isolados considerados de doenca sistémica sdo aqueles recuperados a partir de sitios
normalmente estéreis, como liquido cefalorraquidiano, sangue, liquido pleural, liquido
sinovial e outros liquidos estéreis. (FRASER et al, 2001, MANTESE et al, 2003;
NASCIMENTO-CARVALHO et al, 2003; BRANDILEONE et al, 2006; LIN et al, 2006;
MYERS; GERVAIX 2007; TZANAKAKI; MASTRANTONIO, 2007; VIEIRA et al, 2007;
ROSSONI et al, 2008; HSIEH et al, 2009). No presente estudo, a maioria dos isolados
sistémicos foram recuperados de LCR e sangue, corroborando com os autores citados.

No presente estudo, os isolados foram recuperados de pacientes com infecgédo
sistémica de idades variadas, com a maioria do pacientes com a faixa etéria entre vinte e trinta
anos de idade, diferente de muitos autores, que encontraram em seus trabalhos a maioria dos
pacientes com infecgdo sistémica com faixa etaria entre zero e quinze anos. (MANTESE et al,
2003; BRANDILEONE et al, 2006; LIN et al, 2006; PARASKAKIS et al, 2006; VIEIRA et
al, 2007; LAGOS et al, 2008).

Nos ultimos dez anos tem sido cada vez mais frequente, em diversas partes do mundo,
o relato de casos de infeccdo causada por pneumococo com sensibilidade diminuida, ou até
mesmo totalmente resistente & penicilina e/ou a outros antimicrobianos utilizados no
tratamento dessa infecgéo, inclusive no Brasil (NASCIMENTO-CARVALHO et al, 2003).

Dentre os paises da Europa, se observa na Espanha (LATORRE et al, 2004) uma alta
taxa de resisténcia a penicilina em isolados recuperados de pacientes com infecgdo sistémica,
que é de 49%, sendo 38,6% de resisténcia intermediaria e de 10,4% de resisténcia plena, e
uma taxa de resisténcia a cefotaxima de 20,8%. Na Franca (DECOUSSER et al, 2004), a taxa
de resisténcia a penicilina também é alta, 47,5%, sendo 31,5% de resisténcia intermediaria e
16% de resisténcia plena, ja a resisténcia a ceftriaxona é baixa, 0,4%. Na Grécia
(PARASKAKIS, et al 2006) a taxa de resisténcia a penicilina é de 17,2% e a ceftriaxona de
1,1%. Na Turquia (YALCIN et al, 2006) e na Itdlia (BOCCIA et al, 2004) as taxas de

resisténcia a penicilina sdo, respectivamente, de 36% e 11,4%.
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Nos paises europeus escandinavos, como Dinamarca e Suécia, a frequéncia de
resisténcia a penicilina em isolados de infeccdo sistémica é baixa, 1 a 2% (JEFFERSON et al,
2006). Isto se deve & politica restritiva aos antibioticos nesses paises (BERGAN, 2001).

Dentre os paises localizados no Oriente Médio, o Libano (UWAYDAH et al, 2006)
apresenta, em isolados de infeccdo sistémica, uma taxa de resisténcia a penicilina de 69,9%,
sendo 56,1% de resisténcia intermediaria e 13,8% de resisténcia plena. A Arabia saudita
(SHIBL, 2008) apresenta uma taxa de resisténcia a penicilina de 54% (42% de resisténcia
intermediéria e 12% de resisténcia plena) e a cefotaxina de 6%.

Em Taiwan, Lin e colaboradores (2006), realizaram um estudo de vigilancia com
isolados de S. pneumoniae recuperados de infecgdo sistémica, no periodo de 1999-2004, e
obtiveram uma taxa de resisténcia a penicilina de 76,2%, sendo 50,7% de resisténcia
intermediaria e 25,5% de resisténcia plena, e uma taxa de resisténcia a cefotaxima de 42%,
sendo 30,8% de resisténcia intermediaria e 11,2% de resisténcia plena.

Na Africa, em um estudo realizado por Wasfy e colaboradores (2005), no Egito, foi
encontrada uma taxa de resisténcia a penicilina, em isolados recuperados de infeccéo
sistémica, de 49%, sendo 46% de resisténcia intermediaria e 3% de resisténcia plena. Na
Gémbia (ADEGBOLA et al, 2006) a taxa de resisténcia intermedidria em isolados de
amostras sistémicas foi de aproximadamente 7%, ndo sendo encontrada resisténcia plena.

Na América do Sul, em um estudo de vigilancia realizado por Agudelo e
colaboradores (2006), na Colémbia, no periodo de 1994-2004, foi relatada uma taxa de
resisténcia a penicilina, em isolados de infeccédo sistémica de 29,8%.

No Brasil, em 2003 foram realizados dois estudos relacionados a isolados de S.
pneumoniae invasivos, um em Salvador, realizado por Nascimento-Carvalho e colaboradores
e 0 outro em Uberlandia, Minas Gerais, realizado por Mantese e colaboradores. No primeiro
foi encontrada uma taxa de resisténcia a penicilina de 20% e a cefotaxima de 1,5%. No
segundo, foi detectada uma taxa de resisténcia a penicilina de 15,5% (12,8% de resisténcia
intermediéria e 2,7% de resisténcia plena) e & cefotaxima de apenas 2%.

Vieira e colaboradores (2007), estudando apenas amostras de LCR, no Distrito
Federal, estocadas no periodo de 1995-2004, relataram uma taxa de resisténcia intermediaria a
penicilina de 20,26%, ndo encontrando resisténcia a cefotaxima. Rossoni e colaboradores
(2008) realizaram um trabalho similar, no Parand, com isolados recuperados de LCR, no
periodo de 2001-2002, encontraram 15% de resisténcia a penicilina (14% de resisténcia
intermediaria e 1% de resisténcia plena) e 1% de resisténcia a ceftriaxona.

Brandileone e colaboradores (2006), em um estudo multicéntrico, realizado no Brasil,

no periodo entre 1993-2004, relataram um aumento da taxa de resisténcia dos isolados de S.
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pneumoniae, recuperados de pacientes com infeccdo sistémica, de 10,2% para 27,9%. Foi
observado um aumento na resisténcia intermediaria e plena de 9,1% e 1,1%, respectivamente,
para 22% e 5,9%. Foi relatado, ainda nesse trabalho, que no Nordeste, no periodo de 2000-
2004, a taxa de resisténcia intermediaria e plena a penicilina foi respectivamente, de 15,4% e
0,7%.

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

Através dos estudos acima citados é possivel afirmar que a taxa de resisténcia dos
isolados invasivos de S. pneumoniae varia bastante em todo o mundo. No presente estudo a
taxa de resisténcia a penicilina fica proxima a de alguns paises, como Espanha (LATORRE et
al, 2004), Franga (DECOUSSER et al, 2004), Turquia (YALCIN et al, 2006) e Egito
(WASFY et al, 2005), fica muito abaixo de paises como Taiwan (LIN et al, 2006), Libano
(UWAYDAH et al, 2006) e Arabia Saudita (SHIBL, 2008). Se levar em conta os estudos
realizados na América Latina, 0 nosso estudo apresentou a maior taxa de resisténcia dos
isolados invasivos de S. pneumoniae a penicilina, inclusive, muito maior do que a relatada em
um estudo multicéntrico, realizado por Brandileone e colaboradores (2006), no Brasil, que
apresentou uma taxa de resisténcia no Nordeste muito diferente da realidade encontrada em
nosso estudo, em Fortaleza.

Em relacdo as cefalosporinas de 3% geracdo, que no nosso caso foi testada a
ceftriaxona, o presente estudo tem uma taxa de resisténcia dos isolados invasivos de S.
pneumoniae maior que a maioria dos trabalhos citados, ficando com uma taxa de resisténcia
menor, apenas, da Espanha (LATORRE et al, 2004) e Taiwan (LIN et al, 2006).

O perfil de sorotipos mais prevalentes difere de uma regido para outra e a imunidade
induzida aparentemente é sorotipo-especifica. Portanto, para o amplo uso da vacina
pneumocdcica conjugada, € necessario o adequado conhecimento da distribuicdo dos
sorotipos mais prevalentes em cada regido.

Em um estudo de revisdo, realizado em 16 paises da Europa, Jefferson e colaboradores
(2006) citaram que os sorogrupos mais comuns de S. pneumonia encontrados foram os 14, 6,
19 e 23, com cobertura da vacina conjugada 7-valente de 75,32%.

Na Asia, em um estudo multicéntrico realizado na China por Yao e colaboradores
(2006), foi observado que os sorogrupos de S. pneumoniae mais frequentes séo os 19, 23, 6,
14 €15, sendo cobertos pela vacina conjugada 7- valente 57,6% do total dos sorotipos. Em

Taiwan, os sorotipos de S. pneumoniae mais comuns foram 14, 23F, 6B, 19F e 3, dos quais
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85% sédo cobertos pela vacina conjugada 7-valente (LIN et al, 2006). Na Arabia Saudita, 0s
sorotipos mais comuns de S. pneumoniae foram os 14, 23F, 6B e 19F, com potencial
cobertura da vacina 7-valente de 83% (SHIBL, 2008).

No continente africano, os sorotipos de S. pneumoniae mais frequentes no Egito sdo os
6B, 1, 19A, 23F e 6A, sendo a cobertura da vacina conjugada 7-valente de apenas 29%
(WASFY et al, 2006). Na Gambia os sorotipos mais comuns sdo os 1, 5, 14, 6A 19A e 23F,
com a cobertura da vacina conjugada 7-valente sobre os sorotipos de 23,9% (ADEGBOLA et
al, 2006).

Na Ameérica Latina, Camargos e colaboradores (2006), em um estudo de revisdo,
observaram que o0s sorotipos de S. pneumoniae mais comuns no continente foram os 14, 5, 1,
6A/B, 23F, 7F, 9V, 19F, 18C, 19A e 9N, com pequenas diferencas entre os paises, sendo o
sorotipo 14 mais associado com a resisténcia plena, e observaram também que a vacina
conjugada 7- valente cobria 58% dos sorotipos encontrados.

Lagos e colaboradores (2008), em um trabalho realizado no Chile, entre 1994 e 2007,
verificaram que o0s sorotipos mais prevalentes em isolados de infeccdo sistémica de S.
pneumoniae foram os 14, 1 e 5.

Em dois trabalhos, realizados no Brasil, onde foram recuperados isolados de S.
pneumoniae apenas de LCR, os sorotipos mais frequentes encontrados no Distrito Federal
foram os 14, 6B, 18C, 5, 19F, 23F, 9V e 6A, tendo cobertura da vacina conjugada 7-valente
de 51,8% dos isolados, com os sorotipos 14, 6B, 23F e 19F relacionados com resisténcia a
penicilina (VIEIRA et al, 2007), enquanto que no Paran foram mais comuns foram os 14,
23F, 3, 19F, 18C, 7F, 6A e 6B, com os sorotipos 14, 23F, 6B e 5 relacionados com resisténcia
a penicilina (ROSSONI et al, 2008).

Em Salvador (NASCIMENTO-CARVALHO et al, 2003), os sorotipos de isolados
invasivos de S. pneumoniae mais freqiientes foram os 14, 5, 6A, 6B, 19F, 9V, 18C e 23F, com
cobertura de 67,2% pela vacina 7-valente e com os sorotipos 14, 6B e 19F relacionados com
resisténcia a penicilina. Em Uberlandia (MANTESE et al, 2003), Minas Gerais, 0s sorotipos
mais prevalentes de isolados de S. pneumoniae recuperados de infecgGes sistémicas séo 14, 3,
1,5, 6A, 6B, 18C, 19F e 9V, com a cobertura de 46,7% dos sorotipos cobertos pela vacina 7-
valente e com os sorotipos 14, 23F, 19A e 6B relacionados com resisténcia a penicilina.

Em S&o Paulo, em um trabalho realizado por Berezin e colaboradores (2007), no
periodo de Junho de 1997 a Maio de 2001, em foi observado que os sorotipos de isolados
invasivos de S. pneumoniae mais freqlientes foram os 14, 1, 23F e 5, com cobertura, estimada,

da vacina conjugada 7-valente de mais de 66%.
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Em um estudo multicéntrico, realizado no Brasil, com isolados de S. pneumoniae
recuperados de pacientes com infeccdo sistémica, no periodo entre 1977-2000, 0s sorotipos
mais comuns foram 1, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, com cobertura, estimada, da vacina
7-valente de 58,2% dos sorotipos (BRANDILEONE et al, 2003).

Laval e colaboradores (2006), em Goiania, encontraram em um estudo comparativo
entre isolados de criangas portadores e isolados de criangas com infecgéo sistémica uma maior
frequéncia dos sorotipos, respectivamente, 14, 6B, 6A, 19F, 10A, 23F, 18C, 19A e 9N, e 14,
6B, 18C, 19F, 5, 23F, 4, 6A e 9V, ou seja, diferem em poucos sorotipos mais comuns,
possuindo 0s mesmos sorotipos relacionados com a resisténcia: 14, 6B, 19F, 23F e 19A. A
cobertura da vacina 7-valente entre os sorotipos de isolados de portadores é de 52,2%,
enquanto que a cobertura dos sorotipos dos isolados invasivos é de 62,4%.

No presente estudo, os sorotipos mais comuns de isolados de S. pneumoniae de
infecgOes sistémicas sdo semelhantes aos sorotipos mais comuns encontrados na Europa
(JEFFERSON et al, 2006) e Asia (LIN et al, 2006; YAO et al, 2006; SHIBL, 2008). Porém,
nos paises da Africa (WASFY et al, 2005; ADEGBOLA et al, 2006) e América Latina,
inclusive no Brasil, (BRANDILEONE et al, 2003; MANTESE et al, 2003; NASCIMENTO-
CARVALHO et al, 2003; BEREZIN et al, 2007; CAMARGOS et al, 2007; VIEIRA et al,
2007; LAGOS et al, 2008) ha uma discordancia, pois estudos nesse continentes relatam o0s
sorotipos 1 e 5 entre 0s mais comuns causando doenca invasiva, € no nosso estudo nao foi
encontrado nenhum isolado correspondente a esses sorotipos. No Brasil, muitos trabalhos
anteriormente citados, relatam entre os isolados invasivos de S. pneumoniae, o sorotipo 1 e 5
entre 0s mais comuns encontrados.

J& os sorotipos relacionados com a resisténcia a penicilina observados por nés estéo de
acordo com todos os trabalhos anteriormente citados, exceto o de Rossoni e colaboradores
(2008), que relataram o sorotipo 5 entre 0s resistente & penicilina.

Em relacdo & cobertura, estimada, da vacina conjugada 7-valente, que, no presente
estudo, € a mesma da vacina conjugada 10-valente (31,8%), se comparado aos outros
trabalhos que estimaram a cobertura pela vacina 7- valente, foi baixa, corroborando com os
resultados encontrados nos paises da Africa, 29% e 23,9%(ADEGBOLA et al, 2006; WASFY
et al, 2005). Em todos os outros trabalhos anteriormente citados a cobertura é préxima ou
maior que 50%, mostrando que a vacina seria uma boa medida profilatica para prevengéo da
doenca pneumocdcica. Essa baixa cobertura da vacina conjugada 10-valente, se d4 também
por ndo haver nenhum isolado em nosso estudo com sorotipo 1 ou 5, que é muito comum
serem relatados em outros trabalhos, uma vez que os dois sorotipos estdo na formulacéo da

vacina.
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O presente estudo gerou dados sobre a prevaléncia dos isolados de S. pneumoniae de
criangas sadias usuérias de creches, bem como a frequéncia de isolados de pacientes com
infeccdo sistémica, em Fortaleza. Também revelou a sensibilidade dos isolados frente a droga
de escolha para o tratamento das doencas pneumococicas, a penicilina, e a outras drogas
escolhidas para substitui-la, em caso de resisténcia elevada, da mesma, na regido, o que é
importante para guiar o tratamento das doengas pneumocdcicas, uma vez que na maioria das
vezes ele é empirico. Gerou dados também sobre 0s sorotipos presentes entre os isolados de S.
pneumoniae de pacientes com infecgdo sistémica, o que contribui para avaliar a cobertura da
vacina conjugada 10-valente, que serd introduzida no programa de imunizagdo nacional, pois
apesar de apresentar uma cobertura relativamente baixa, a vacina é capaz de cobrir 50% das

cepas resistentes encontradas neste estudo.
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6. CONCLUSOES

A prevaléncia de S. pneumoniae entre as criancas usudrias de creches em Fortaleza
é alta, apresentando similaridade a encontrada em outro estudo realizado em 1998
(REY et al, 2002);

A taxa de portadores tende a ser maior em criangas usuérias de creches menores de
2 anos de idade, concordando com a literatura que coloca essa faixa etaria dentro
dos fatores de risco;

A taxa de resisténcia & penicilina e a ceftriaxona entre os isolados de S.
pneumoniae de criangas usudrias de creches é muito alta, sendo inclusive trés
vezes maior para resisténcia plena a penicilina e trés e doze vezes maior para
resisténcia intermediéria e plena a ceftriaxona, se comparada ao estudo realizado
em 1998 (REY et al, 2002);

A identificagdo do sorotipo capsular por multiplex PCR néo foi efetiva para 0s
isolados de S. pneumoniae recuperados de criancas usuérias de creches que
apresentaram resisténcia plena, provavelmente porque 0s primers para
identificacdo dos sorotipos capsulares encontrados por nés ndo estavam presentes
no protocolo adotado para América Latina.

A frequiéncia dos isolados de doenga pneumocdcica invasiva foi de 1 caso/100.000
hab., o que mostra uma necessidade de uma vigilancia pneumococica mais
abrangente, uma vez que os isolados foram provenientes de apenas dois locais.

A taxa de resisténcia & penicilina e a ceftriaxona entre os isolados de S.
pneumoniae recuperados de individuos com infecgdo sistémica sdo as maiores da
América Latina, tendo como um dos principais motivos a falta de controle no uso
de antibidticos.

Entre os sorotipos mais comuns de S. pneumoniae recuperados de individuos com
infeccdo sistémica ndo foi encontrado os sorotipos 1 e 5, fugindo ao que foi
relatado na literatura da América Latina e do Brasil.

A cobertura da vacina pneumocdcica conjugada 10-valente é relativamente baixa,
pois cobre apenas 42,3% dos sorotipos de S. pneumoniae isolados de individuos
com infeccdo sistémica, encontrados no presente estudo, no entanto, 0 nimero

total de amostras foi muito pequeno.
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ANEXOS



Anexo | - Questionario

VIGILANCIA DA RESISTENCIA DO STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

QUESTIONARIO DE PORTADORES SADIOS

ID do entrevistador (ID ): |__|

1. Identificagio

1.1 Data da coleta (DATACOLE): | o I

1.2 LOCAL DA COLETA DE MATERIAL (LOCOLET): |__|
1 Posto de Vacinagao

2 Creche Municipal

3 QOutro: | |

1.3 Nome da crianga: | : | SEXOMF): |_|

1.4 Data de nascimento (DATANAS): |/ / I

1.5 Idade (IDADE): |__|anos | ____|meses

1.6 Quantas criangas moram na casa (CRIACASA): L

2. Dados clinicos

21. A Sra. deu algum remédio para seu filho de hoje ha 30 dias atras
(DEUREMED) : |_|

1 8im

2 Nao

9 Nao Sabe :

2.2. A Sra pode dizer o(s) nome(s) do(s) remédio(s) que seu filho tomou- (se

puder, mostrar a embalagem): |__|

NOME DO REMEDIO | : |
| |
| |

2.3. Onde a crianga passa o dia quando ela esta boa (CRIANFIC): |__|
1 Casa

2 Creche

3 Casade parentes, viziﬁhos

4 Qutro local | |
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Anexo Il - Sequéncia dos primers e tamanho dos amplicons

Brimer GenBank Sequéncia (5°- 3" Posicéo do Tamanho
/Sanger No. nucleotideo (pb)
CPSA-F AF057294 GCA GTA CAG CAG TTT GTT GGA CTG ACC 2314 160
CPSA-R GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC 2473
**Novo 14-F2 343597 GAA ATG TTACTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT 189
**Novo 14-R2 GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA AT
6A/B-R AF316640 AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG 8656 250
6A/B-F TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA 8877
19F-F U09239 GTT AAG ATT GCT GAT CGA TTAATT GATATCC 7828 304
19F-R GTAATATGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT AG 8100
23F-F AF057294 | GTAACAGTT GCT GTA GAG GGAATT GGC TTT TC 12118 384
23F-R CAC AAC ACC TAA CAC ACG ATG GCT ATATGATTC 12566
9V-F 980/68 CTT CGT TAG TTAAAATTC TAAATT TTT CTAAG 12345 753
9V-R GTC CCA ATA CCA GTC CTT GCA ACA CAA G 13070
1-F 783335 CTC TAT AGA ATG GAG TAT ATA AAC TAT GGT TA 10469 280
LR CCA AAG AAA ATA CTA ACA TTA TCA CAA TAT TGG L0715
C
5-F AY336008 ATA CCT ACACAACTT CTG ATT ATGCCTTTG TG 6123 362
o R GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATA TTT GAA AAA GTA 5450

TG
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Brimer GenBank Sequéncia (5°- 3" Posicéo do Tamanho
/Sanger No. nucleotideo (pb)
4-F AF316639 CTG TTACTT GTT CTG GAC TCT CGATAATTG G 9558 430
4-R GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC ATT G 9957
19A-F AF094575 | GTT AGT CCT GTT TTAGAT TTATTT GGT GATGT 12118 478
19A-R GAG CAG TCA ATA AGA TGA GAC GAT AGT TAG 12566
Sgl18-F 4593/40 CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG CC 12687 573
Sg18-R TTATCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC 13230
3-F Z41210 ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA GTA G 9179 371
3R CTT CTC CAA TTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC G 9519
11A-F 1813/39 GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAA TAT AGT G 11640 463
11A-R GAT TAT GAG TGT AAT TTATTC CAACTT CTC CC 12071
*New9L/N-F GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC 516
*New9L/N-R ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAAT
10A-F 1006/38 GGT GTA GAT TTACCA TTA GTG TCG GCA GAC 12423 628
10A-R GAATTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATT TCT C 13021
7F-F 554/62 CCT ACG GGA GGA TAT AAAATT ATT TTT GAG 13356 826
7F-R CAA ATA CAC CAC TAT AGG CTG TTG AGA CTA AC 14150

148
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Brimer GenBank Sequéncia (5'- 3') Posi¢éo do Tamanho
/Sanger No. nucleotideo (pb)
7C-F Sutcliff CTATCTCAGTCATCT ATTGTT AAAGTT TAC GAC GGG A 9438 260
7C-R GAA CAT AGATGT TGAGACATCTTTTGT AATTTC 9665
12F-F 6312 GCA ACA AACGGCGTG AAAGTAGTTG 14407 376
12F-R CAA GAT GAATAT CAC TAC CAATAA CAA AAC 14753
15B/C-F 7904/39 TTGGAATTTTTT AAT TAGTGG CTT ACCTA 7314 463
15B/C-R CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AATCTG AACC 7779
38-F 9687/39 CGTTCTTTTATCTCACTG TATAGTATCTTT ATG 13848 574
38-R ATGTTT GAATTAAAG CTAACG TAACAATCC 14392
17F-F Ros\(/aa(?M) TTC GTG ATG ATAATT CCA ATG ATC AAA CAA GAG 10484 693
17F-R GAT GTAACAAATTTG TAG CGACTAAGG TCT GC 11145
8new-F 573/62 GAA GAA ACG AAACTG TCA GAG CAT TTACAT 8084 201
8new-R CTATAG ATACTAGTAGAGCTGTTCTAG TCT 8348
34-F 676/74 GCTTTT GTAAGAGGAGATTATTTT CACCCAAC 7350 408
34-R CAATCCGACTAAGTCTTC AGT A AAAAACTT TAC 7725
20-F 34365 (AM) GAG CAAGAGTTTTTC ACCTGACAG CGAGAAG 9567 514
20-R CTAAAT TCCTGT AAT TTAGCT AAAACTCTT ATC 10048
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Brimer GenBank Sequéncia (5'- 3') Posi¢éo do Tamanho
/Sanger No. nucleotideo (pb)

22F-F 1772/40 (da) GAG TAT AGCCAGATTATG GCAGTTTTATTGTC 11055 643
22F-R CTC CAG CAC TTG CGC TGG AAA CAACAG ACAAC 11666

31-F Nr.34374 (am) GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT GGT GGT GC 9144 701
31-R CCG AAT AAT ATATTC AAT ATATTCCTACTC 9815

33F-F AY163221 GAA GGC AAT CAATGT GAT TGT GTC GCG 181 338
33F-R CTT CAA AAT GAAGAT TAT AGTACCCTTCTAC 488

15A-F 389/39 ATT AGT ACAGCT GCTGGAATATCTCTTC 7114 436
15A-R GAT CTAGTG AACGTACTATTC CAAAC 8313

35F-F 361/39 (da) GAA CAT AGT CGC TATTGTATTTTATTT AAAGCAA 7374 517
35F-R GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC GAG TAA ACC 7858

35B-F 4356/39 (da) GAT AAGTCT GTT GTG GAG ACT TAAAAAGAA TG 10556 677
35B-R CTTTCC AGATAATTACAG GTATTCCTG AAG CAAG 11199

16F-F Nr.34361 CTGTTC AGATAG GCCATTTACAGCTTT AAATC 11521 088
16F-R CATTCCTTTTGT ATATAGTGC TAGTTCATCC 12478

6C-F CATTTT AGT GAAGTT GGC GGT GGAGTT 727
6C-R AGC TTC GAAGCCCATACTCTTCAATTA
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) GenBank ] Posi¢éo do Tamanho
Primer Sequéncia (5°- 37)
/Sanger No. nucleotideo (pb)
23A-Fnew TAT TCT AGC AAG TGACGA AGATGCG 712
23A-Rnew CCAACATGCTTAAAAACGCTGCTT TAC
New 2-F TAT CCC AGT TCAATATTT CTC CAC TAC ACC 290
New 2-R ACA CAA AAT ATAGGC AGA GAG AGACTACT
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Anexo I11-Esquema de Multiplex PCR

REACAO 1 (Sorotipos: 14; 6; 19F, 23F, 9V) Latin American
reaction 1
Para 25 uM
Conc. (uM)
3 ) Concentragédo Primer | Tampéo TE

Reacdo 1 (Primer ID) original (LM) (L) L) 1rx PB
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 01 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 0.1
New 14-F2 (705182) 406,59 15,37 234,63 03 189
New 14-R2 (705183) 250,65 2494 | 22506 03 W& 1% ZF 9
6A/B/C-R (613642) 397.1 15,74 234,26 03 250
6A/B/C-F (613641) 304,43 15,85 234,15 03
19F-F (508752) 418,99 14,92 235,08 05 304
19F-R (508753) 460,06 13,59 236,41 05
23F-F (705202) 24138 25,89 224,11 05 384
23F-R (705203) 393,88 15,67 234,33 05
9V-F (613649) 405,55 15,41 234,59 05 753
9V-R (613650) 373,75 16,72 233,28 05
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REACAO 2 (Sorotipos: 1; 5; 4; 19A; 18) Latin American

bp

reaction 2

Para 25 uM
. | prmer | TR | g
Reacgdo 2 (Primer ID) L?M (uL) W) o 1 B 4 19A 190
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160
CPSA-R (507012) 407,42 1534 | 234,66 0,1
1-F (705158) 248,85 2512 | 224,88 0,3 280
1-R (705159) 196,43 31,82 | 218,18 0,3
5-F (705164) 22132 2824 | 221,76 0,3 362
5-R (705165) 188,14 3322 | 216,78 0,3
4-F (510061) 325,42 19,21 | 230,79 03 430
4-R (510062) 257,32 2429 | 22571 0,3
19A-F (705194) 389 67 1604 | 233,96 0,3 4r8
19A-R (705195) 24023 26,02 | 22398 0,3
sg18-F (705192) 384,88 1624 | 23376 0,3 573
sg18-R (705193) 272.26 2296 | 227,04 0,3
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REACAO 3 (Sorotipos 3; 11A; 9N; 10A, 7F) Latin American

reaciion 3

Para 25 uM
Reacéo 3 (Primer ID) Cogf;E?r:i; ;:IQaO P(r:lnlj;r ' Ti‘EEp:O Con;:.riuM) "
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 01 160 3 1A SN 10A 7F
CPSA-R (507012) 407,42 1534 | 234,66 01
3-F (705160) 33052 1891 | 231,09 0.3 371
3-R (705161) 22161 2820 | 221,80 0.3
11A-F (705178) 179.37 34,84 | 21516 0.3 463
11A-R (705179) 27759 2252 | 22748 0.3
9L/N-F (704852) 32022 1952 | 230,48 0.5 516
9L/N-R (704853) 527 81 11,84 | 238,16 0.5
10A-F (705176) 193.99 3222 | 217,78 0.5 628
10A-R (705177) 400,31 1561 | 234,39 0.5
7F-F (705168) 326,22 1916 | 230,84 0,7 826
7F-R (705169) 249,86 2501 | 224,99 0,7
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REACAO 4 (Sorotipos 7C; 12F; 15B/C; 38; 17F)

Latin Amercan

reaction 4
bp
200
Para 25 uM ‘;‘;E
Reacéo 4 (Primer ID) Cog(;(iegitrqzlgao P(r:lnlj;r ' Ta_lrr_1£ao Cone. (uM) " 0
pM (BL) 1rx 250
CPSA-F (419100) 303,97 20,56 229,44 0,1 160 -
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 01 TC 12F 15BIC 38 17F
7C-F (705170) 313.73 19,92 230,08 0,3 260
7C-R (705171) 269,85 2316 | 226,84 0.3
12F-F (508764) 368,83 16,95 233,05 0,5 376
12F-R (508765) 323,06 19,35 | 230,65 0.5
15B/C-F (705186) 254.7 24,54 | 22546 0.3 463
15B/C-R (705187) 218,95 28,55 | 221,45 0.3
38-F (705214) 335.46 18,63 231,37 0,3 574
38-R (705215) 34023 1837 | 231,63 0.3
17F-F (705190) 22787 2743 | 22257 0,5 693
17F-R (705191) 254,52 24556 | 22544 0,5
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REACAO 5 (Sorotipos 8; 34; 20; 22F; 31) Latin American

reaction 5

Para 25 uM
cescios primer10) | Ovra | Primer | TR | come ) | 7B T

UM (HL) (L) 1rx

CPSA-F (419100) 303,97 20556 | 22944 01 160
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 01

8new-F (802163) 200,45 31,18 218,82 0,2 201
8new-R (802164) 288,85 2164 | 22836 0,2

34-F (705208) 325,42 31369 | 19.92 0,3 408
34-R (705209) 257,32 26099 | 2315 0.3

20-F (705198) 279,03 22046 | 28,35 0.3 514
20-R (705199) 311,46 21614 | 28,92 0.3

22F-F (613675) 385,48 1621 | 233,79 0.5 643
22F-R (613676) 230,64 27,10 | 222,90 0,5

31-F (613679) 422,59 1479 | 23521 0.5 701
31-R (613680) 259 45 24,09 | 22591 0.5




REACAO 6 (Sorotipos 33F; 15A; 35F; 35B; 16F)

Para 25 uM
Reacédo 6 (Primer 1D) Cogtr:?gr}g:ﬁao Primer Ta‘ln']gao Cone. (UM)

UM (HL) (L) 1rx

CPSA-F (419100) 303,97 2056 | 229,44 01
CPSA-R (507012) 407,42 15,34 234,66 01
33F-F (803223) 44013 1420 | 23580 0.3
33F-R (803224) 43471 1438 | 23562 0.3
15A-F (705184) 302,44 20,67 | 229,33 0.3
15A-R (705185) 253,13 2469 | 22531 0.3
35F-F (705212) 315,64 19,80 | 230,20 0.3
35F-R (705213) 381,85 16,37 | 233,63 0.3
35B-F (705210) 32271 1937 | 230,63 0.5
35B-R (705211) 37057 16,87 | 233,13 0.5
16F-F (501386) 247,15 2529 | 22471 0.5
16F-R (501387) 315,76 19,79 230,21 0,5

PB

160

338

436

517

677

988

1
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Latin Ame rican
reaction &

I3F i 35F 358 NF



Para 25 uM
Reac8o para 6C (Primer Cog(r:?grm:ﬁ a0 Primer Ta?gao Conc. (LM)
ID L
) my, (uL) (UL) 1rx
CPSA-F (608673) 255,27 24,48 225,52 01
CPSA-R (608674) 271,86 22,99 227,01 01
6A/B/C-R (705166) 29378 2092 | 229,08 03
6A/B/C-F(705167) 25747 2427 | 22573 03
6C-F (807798) 407,75 15,33 234,67 0,5
6C-R (807799) 409,55 15,26 234,74 0,5

PB

160

250

727

6C Reaction

158



ANEXO IV-Componentes da Reac¢do

Concentragéo
Reagentes Volume (uL) )
Final
H,O para PCR Variavel Variavel
5 X PCR buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 100
mM KCI; 0,1 mM EDTA; 50
1 M dithiothreitol, 0,5% Tween 20; Nonidet P- '

40) (Promega)
dNTPs (5mM) (New England Biolabs) 1 200 pM
MgCl; (25mM) 3,5 UL 3,5 mM
F-primer (25 pM) Pool de primers Ver Anexo IlI
R-primer (25 uM) Pool de primers Ver Anexo IlI
Tag DNA polymerase (Promega) 0.4 pL 20U
DNA (extrato bruto) 2,5 L

Volume total

25 pL




Anexo V- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento

Consentimento para Participar no Estudo Prospectivo de Suscetibilidade
antimicrobiana e sorotipos de Streptococcus pneumoniae isolados de criangas sadias e
individuos com infeccédo sistémica em Fortaleza, Brasil.

O que estamos tentando encontrar:

No6s convidamos sua crianga para participar no estudo de pesquisa porque seu filho é sadio, e
nds queremos descobrir se uma bactéria chamada pneumococo, est4 presente na parte de tras
do nariz de criangas menores de cinco anos, em criangas sem doenca. Seu filho/a foi
selecionado porque ela/ele frequenta uma creche municipal de Fortaleza. O (a) Sr.(a) e sua
crianga serd requisitada apenas para responder um questionario e colher o material para poder
cultivar a bactéria do nariz.

O que acontecera:

O estudo tem dois grupos participando:

A. O grupo de individuos com doenca grave, de onde serdo colhidos materiais como
sangue e liquido espinhal ou de derrame para encontrar a bactéria que nos
estamos estudando.

B. O grupo de criancas sadias freqlientando as creches da Prefeitura de Fortaleza .

Se o (@) Sr. (a). permitir que sua crianga participe do estudo sobre o pneumococo, nés

vamos proceder da seguinte maneira:

» Fazer perguntas de um questionario para conhecer as condi¢es de vida da sua
familia e da sua saude, se toma remédios ou ja se internou, entre outras
informagdes.

= Vamos colher rapidamente um pouco de material da parte de trds do nariz da
crianga com um pequeno cotonete de haste comprida e flexivel (mole), que se
dobra com facilidade.

= Esse material sera mandado para o Laboratério de Microbiologia Médica —
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal de
Fortaleza onde seré procurada a bactéria pneumococo que queremos estudar.

= Vamos ver se, caso seu (sua) filho(a) tenha o germe, se ele é resistente aos
antibidticos que se costuma usar para infeccdo de ouvido, pneumonia ou até
meningite.

Beneficios:

Sua crianca receberd serd examinada rapidamente para saber se esta bem, depois sera colhido
0 material para o laboratorio. Queremos saber se seu(sua) filho(a) e outras criancas sadias
carregam 0 pneumococo no nariz. Os resultados deste estudo podem ajudar no tratamento
futuro de outras criangas com infecgéo grave, de ouvido ou com pneumonia por pneumococo,
e até no desenvolvimento de uma vacina que proteja as criancas contra essas infeccoes.

Riscos:

A colheita do material do nariz é rapida e ndo apresenta risco porque se a haste encontra um
obstaculo no nariz ela se dobra e ndo fere a crianga. Esse procedimento j& foi feito em
centenas de criangas sadias menores de cinco anos em Fortaleza, sem nenhuma complicagao.
O Unico risco é um desconforto rapido na hora de colocar o swab (cotonete flexivel). Algumas
criangas podem ter enjoo ou ansia na hora de passar o cotonete, mas que acaba logo. Pode
acontecer também do cotonete vir sujo de sangue se a crianca estiver gripada, mas isso é sem
gravidade.



Alternativas

A sua crianga continuard a receber todas as vacinas ou a atencdo da creche normalmente caso
ndo participe do estudo.

Confidencialidade

Todas as informacdes sobre sua crianga serdo guardadas de maneira confidencial em respeito
a privacidade pessoal dela. Somente os investigadores, os membros do Comité de Etica e
pessoas ligadas ao financiamento do estudo terdo acesso dados do questionario ou do
resultado do laboratdrio. Além disso, o nome de seu(sua) filho(a) ficard protegido das
pessoas e substituido por um numero de identificag&o.

Para quem ligar:

Se vocé tiver : (1) davidas sobre o estudo, por favor ligar para Dr. Bruno Jaegger (telefone
88986088 ou 33668303), Dr. Luis Carlos Rey (tel. 99823925), Dra. Cibele Barreto
(99139440) ou a Dra. Licia Duarte da Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo José
(telefone 34527881).

Direitos de saida do estudo:

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

Numero total de participantes e duracdo do participante no estudo:

O numero total estimado de participantes sadios é de 250 criangas sadias, e cada uma sera
examinada e terd uma amostra colhida somente uma vez.

Pagina de assinaturas

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

Nome da crianca (letra de forma)

Nome do representante legal (letra de forma)

Data: _/_/__ Hora

Assinatura do representante legal
Pessoa que obteve o consentimento

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

Nome da pessoa que obteve o consentimento (ou carimbo)



Testemunha imparcial

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

Nome da testemunha (letra de forma)

\
Assinatura da testemunha




Anexo VI- Aprovacdo do Comité de Etica

ik
", A ESTADO DO CEARA ‘ -
é;;if SECRETARIA DA SAUDE ‘ HOSPITAL SAO JOSE DE DOENCAS
s INFECCIOSAS
. COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-HS])
Oficio N.° 047/2007 Fortaleza, 17de outubro de 2007

Referente ao Protocolo n°. 020/2007

Folha de Rosto: 147711

Titulo do Projeto: “Suscetibilidade antimicrobiana e sorotipos de Streptococcus pneumoniae
isolados de individuos sadios e com infecgao sistémica em Fortaleza, Brasil”

Instituigdes envolvidas: Hospital S&o José de Doengas Infecciosas (HSJ) - SESA-CE e
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade do Ceara ~UFC.

Pesquisadora responsavel: Dr. Luis Carlos Rey

Senhora Diretora,

Levamos ao conhecimento de V. Sa. que, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo José
de Doengas Infecciosas (CEP-HSJ), dentro das normas que regulamentam a pesquisa em seres
humanos do conselho Nacional de Saude — Ministério da Salide, Resolugéo N°. 196 de outubro de
1996, publicada no Diario Oficial da unido em 16 de outubro de 1996, aprovou o projeto em
aprego, em 15 de outubro de 2007.

Atenciosamente,

Ji.a S D : ﬁL

Dra: Maria Lucia Duéﬁe Pereira
Coordenadora do CEP/HSJ

lima. Sra.

Dra. Maria Airtes Vieira Vitoriano
Diretora Geral do HSJ

Nesta

Rua Nestor Barbosa, 315 - Parquelandia Fortaleza / Ceara
CEP 60.455-610 PABX (85) 3101.2363 FAX (85) 3101.2319
e-mail:cep@hsj.ce.gov.br



